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1. INTRODUZIONE :
Lo sviluppo e l'ampio utilizzo degli antibiotici, a partire dalla seconda metà del
XX  secolo,  ha  avuto  un  impatto  significativo  nella  prevenzione  e  nel
trattamento delle malattie infettive , allungando di almeno una decina di anni
l'aspettativa di vita.1
Grazie all'introduzione degli antibiotici, malattie causate da infezioni  batteriche
come  tubercolosi, tifo, difterite diventarono facilmente curabili  riducendone
drasticamente la mortalità. Purtroppo l'uso eccessivo e spesso sconsiderato degli
antibiotici  ha  portato  alla  selezione  di  batteri  resistenti  e  il  fenomeno
dell’antibiotico-resistenza  è  comparso  precocemente,  divenendo
progressivamente  più  esteso  ogni  qual  volta  un  nuovo agente  antimicrobico
veniva introdotto nella pratica clinica.
La resistenza ai chemioterapici antimicrobici è un fenomeno che si è accentuato
negli ultimi decenni e riguarda l’intera popolazione mondiale.
Gli  antibiotici  risultano  essere  gli  strumenti  più  efficaci  nel  trattamento  di
patologie  infettive  di  natura  batterica  nell'uomo,  e  un'eventuale   perdita  di
efficacia costituisce un importante problema di sanità pubblica; la situazione è
ulteriormente  aggravata  dalla mancanza di nuovi antibiotici in commercio o in
fase di sperimentazione.2
Le Autorità  europee,  in  occasione della  conferenza  “The  Microbial  Threat”,
tenutasi a Copenaghen nel 1998, hanno evidenziato l’importanza di adottare o
implementare misure di sorveglianza sulla diffusione dei batteri resistenti agli
antibiotici.
La  Commissione  europea,  inoltre,  con  le  “Raccomandazioni  del  Consiglio
Europeo  sull’uso  prudente  degli  antibiotici  in  medicina”,  del  15  novembre
2001, ha evidenziato l’importanza  della creazione di strutture di coordinamento
a livello nazionale per la prevenzione e il controllo dell’antibiotico-resistenza.
Tali  raccomandazioni  sono  poi  state  riprese  e  ribadite  in  un  documento  del
2008.3
Dall'analisi  dei  dati  raccolti  è  emersa  una  disomogeneità  nella  distribuzione
geografica delle  antibiotico-resistenze e questo ha  ulteriormente  aggravato il
problema imponendo  la necessità di trovare soluzioni  locali tali da incidere
positivamente  sull'andamento  globale.4
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Figura 1: Munoz-Price et al. Clinical epidemiology of the global expansion of Klebsiella 
pneumoniae carbapenemases. Lancet Infect Dis 2013;13:785-796
Sebbene  il  meccanismo di  base  a  livello  genetico  si  sia  evoluto  al  di  fuori
dell’ambito  clinico,  e  precisamente  nell’ambiente  naturale,  si  ritiene  che  la
principale  causa  dell’aumento  su  scala  mondiale  della  resistenza  sia
rappresentata dalla pressione selettiva esercitata dall’uso degli antibiotici.5
L’uso  non  appropriato  e  incontrollato  degli  agenti  antimicrobici  associato
all'eccessiva  prescrizione,  all'utilizzo  di   dosaggi  sub-ottimali,  l’insufficiente
durata  del  trattamento  e  gli  errori  di  diagnosi  che  conducono  a  scelte
inappropriate  delle  terapie farmacologiche, sono elementi  che contribuiscono
tutti a favorire l’evoluzione del fenomeno della resistenza.
Numerosi studi confermano che, analogamente a quanto registrato in altri Paesi,
anche  in  Italia  la  diffusione  di  batteri  multi  resistenti  agli  antibiotici  stia
assumendo sempre più rilevanza in  sanità pubblica. L’Italia è infatti  il secondo
Paese  europeo,  dopo  la  Grecia,  per  prevalenza  di  infezioni  invasive  da
Klebsiella pneumoniae resistente ai carbapenemi, livelli raggiunti rapidamente
nell’arco dell’ultimo triennio, dimostrando un preoccupante trend in aumento.6
La diffusione  dei  batteri  resistenti  ai  carbapenemi  avviene  rapidamente,  per
espansione  clonale,  inoltre,   può  essere  trasmessa  anche  ad  altre  specie
batteriche attraverso plasmidi.
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L’aumento  della  resistenza  ai  carbapenemi  è  in  gran  parte  attribuibile  alla
diffusione  negli  Enterobatteri  delle  carbapenemasi,  enzimi  appartenenti  al
gruppo  delle  β-  lattamasi,  che  riescono  a  inattivare  molti  antibiotici  beta-
lattamici,  tra  cui  i  carbapenemi,  divenendo  resistenti  alla  maggior  parte  di
questi.7
Gli Enterobatteri produttori di carbapenemasi (CPE, carbapenemase producing
Enterobacteriaceae)  spesso acquisiscono resistenze verso altri antibiotici non
betalattamici, risultando pertanto sensibili soltanto a pochi antibiotici, quali: la
tigeciclina, le polimixine, la fosfomicina e la nitro-furantoina.
Sono  stati  identificati  diversi  tipi  di  carbapenemasi  negli  Enterobatteri;  le
principali sono le carbapenemasi a serina di tipo KPC ed OXA-48 e le metallo-
beta-lattamasi di tipo VIM e NDM .8
Epidemiologia ed evidenze disponibili
Negli ultimi 10 anni si è assistito ad un incremento di CPE in tutto il mondo,
con situazioni di diffusione di particolare entità e rilevanza in alcune aree, quali
Stati Uniti d’America, Israele, Porto Rico e Colombia (soprattutto KPC), Grecia
(KPC e VIM), e sub-continente indiano (soprattutto NDM).9
Figura 2
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Anche se Klebsiella pneumoniae rimane la specie maggiormente interessata, i 
vari tipi di carbapenemasi sono stati descritti in altre specie batteriche, 
appartenenti alla famiglia delle Enterobacteriaceae: Escherichia coli, Serratia 
marcescens, Citrobacter spp., ecc. 10
La diffusione delle carbapenemasi, tra ceppi e specie batteriche diverse, è 
probabilmente correlata ad una disseminazione di elementi genetici mobili che 
trasportano i geni di resistenza che codificano per questi enzimi.
La propagazione  di elementi genetici mobili (ad es: trasposoni e plasmidi) e di 
cloni epidemici di KPC  può avvenire tramite il trasferimento di pazienti tra 
strutture sanitarie, all'interno di  uno stesso Paese, o provenienti da altri Paesi.11 
Infatti, la prima evidenza epidemiologica della diffusione intercontinentale di 
ceppi produttori di KPC è stata descritta in Francia ed Israele, dopo l'isolamento
di tali batteri in  pazienti provenienti dagli Stati Uniti d’America.12
L' espansione di questi batteri nelle strutture sanitarie ha comportato 
l’insorgenza di focolai epidemici in alcuni Paesi e lo stato di endemicità in 
altri.13
Figura 3:  Antimicrobial resistance surveillance in Europea 2009-2013.
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In Europa, i dati sull’andamento dell’antibiotico-resistenza ai carbapenemi dei
ceppi  di  Klebsiella  pneumoniae  sono  riportati  ogni  anno  attraverso  la  rete
europea EARS-Net (European Antimicrobial Resistance Surveillance Network).
Nel 2009 la frequenza di ceppi di K. pneumoniae resistenti ai carbapenemi era
al di sotto dell’1-2% nella maggior parte dei Paesi europei, mentre invece in
Grecia e a Cipro la frequenza era elevata e pari, rispettivamente, a 43,5% e a
17%.
In Italia, si è osservato un trend in drammatico aumento: mentre nel 2009 solo
l’1%  dei  ceppi  di  K.  pneumoniae  isolati  da  sangue  era  resistente,  questa
percentuale è salita al 15,2% nel 2010 , al 26.7%  nel 2011 per arrivare al 34,3
% nel 2013.
Gli ultimi dati pubblicati da EARS-Net per l'anno 2014 dell' Italia  vedono il
trend di diffusione in leggero calo rispetto al 2013, attestandosi al      32,9 %.14
Figura 4: carbapenem-resistant-enterobacteriaceae-risk-assessment. May 2015
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La  realizzazione  di  un  piano  di  sorveglianza  delle  resistenze  batteriche,  da
attuarsi a livello delle strutture sanitarie, ha assunto carattere di urgenza sia per
il controllo delle infezioni nosocomiali che per un più razionale utilizzo degli
antibiotici.15
Una delle funzioni più importanti del laboratorio di microbiologia è quella di
determinare la sensibilità agli antibiotici dei microrganismi isolati dai pazienti
infetti, con l’obiettivo di aiutare il clinico nella scelta del trattamento mirato;
sempre  al  laboratorio  di  microbiologia  è  delegato  il  ruolo  di  definire  le
resistenze  batteriche,  di  monitorare  la  diffusione  e  la  prevalenza
dell’antibioticoresistenza.   L’antibiogramma  costituisce  il  momento  più
importante di tutta l’attività del laboratorio di batteriologia clinica, in quanto
permette di individuare gli antibiotici che mostrano  “in vitro”  una maggiore
attività inibente nei confronti del ceppo isolato . In base a queste indicazioni
cliniche  il medico è in grado di scegliere l’antibiotico più idoneo.
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2. ANTIBIOTICI CARBAPENEMICI:
Con il termine antibiotico si definiscono sostanze prodotte da batteri o funghi in
grado di inibire la crescita di altri microrganismi.
Dal  momento  che  attualmente  molte  molecole  vengono  prodotte  per  via
sintetica o semisintetica è preferibile utilizzare il termine chemioantibiotico.
I  carbapenemi  sono  una  classe  di  antibiotici   ad  ampio  spettro   d'azione
appartenenti  alla  famiglia  degli  antibiotici   β-lattamici, strutturalmente simili
alle penicilline e cefalosporine .16-17
La struttura base dei carbapenemici presenta un anello ß-lattamico ed un anello
pentatomico che ha  un atomo di  C al  posto dell'atomo di  S  in  posizione 1
presente  normalmente  nelle  penicilline  (da  qui  deriva  il  nome
CARBAPENEMI),  un  doppio  legame  tra  C2  e  C3  e  una  catena  laterale
cistoaminica in posizione C2. ( Figura 4)
 Sono  antibiotici ß-lattamici derivati dall'acido olivanico (sintetizzato nel 1976)
che è un inibitore delle β-lattamasi.
                                         
                     
                        Figura 5: struttura di base dei carbapenemi
I carbapenemici sono i farmaci che esprimono il più ampio spettro antibatterico
in vitro,   non solo nell'ambito dei  β-lattamici,  ma anche includendo le  altre
classi  di  antibiotici.  Essi  infatti  inibiscono  molti  cocchi  aerobi  ed  anaerobi
nonché un gran numero di specie gram-negative.18
Sono  dotati  di  una  veloce  capacità  di  ingresso  nei  batteri  dovuta  ad  un
attraversamento   veloce  delle  porine  D2   della   parete  batterica  ed  una
immediata ed alta affinità con il bersaglio, possiedono tossicità relativamente
bassa, hanno una grande stabilità all’azione  idrolitica operata da  quasi tutte  le
beta-lattamasi plasmidiche e  cromosomiche.
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Nel 1978 è stata prodotta la  Thienamycina o Tienamicina, un prodotto naturale
derivato  dall’organismo  del  suolo  Streptomyces  cattleya    che  è  risultato
chimicamente molto instabile, mentre il suo derivato ottenuto l'anno seguente
(1979)  N-formidoil-tienamicina  nota  come  imipenem,  è  entrato  in  uso  da
tempo. Successivamente fu introdotto in commercio  il meropenem.19
Il meropenem è più attivo di imipenem nei confronti dei gram-negativi e degli
anaerobi, mentre imipenem risulta più potente nei confronti dei gram-positivi.
Entrambe le molecole sono efficaci nei confronti degli pneumococchi resistenti
alle penicilline.
MECCANISMO D'AZIONE :   
Il  peptidoglicano  è  un  polimero  formato   da  due  carboidrati  azotati:  N-
acetilglucosamina e l’acido N-acetilmuramico che sono legati tra loro da legami
trasversali  che   formano  così  una  rigida  struttura  che  avvolge  la  cellula
batterica. Gli enzimi deputati alla formazione dei legami trasversali sono noti
come PBP (Penicillin-Binding-Protein).
Le PBP fanno parte della famiglia delle proteine serin-trasferasi specializzate
nell’assemblaggio e metabolismo della parete cellulare batterica. 
I  Carbapenemi  agiscono  bloccando  la  sintesi  del  peptidoglicano  e  più
precisamente  legandosi  alle  PBP   inattivandole  e  provocandone  una  lenta
idrolisi. Questo causa un blocco nella sintesi della corretta struttura della parete
batterica e morte cellulare.
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2.1 CLASSIFICAZIONE DEI CARBAPENEMI
I farmaci appartenenti alla classe dei carbapenemi sono Imipenem, Meropenem,
Ertapenem, Doripenem, Pamipenem/Betamipron, e Biapenem.
Vengono distinti in tre gruppi in base al loro spettro d’azione :
 Al primo gruppo appartengono i  carbapenemi con spettro d’azione più
ristretto, ovvero senza attività su Gram-negativi non fermentanti e MRSA,
come Ertapenem. 
 Al secondo gruppo appartengono i carbapenemi cosiddetti “classici”, che
hanno  attività  elettiva  nei  confronti  dei  non  fermentanti,  tra  questi
Imipenem e Meropenem.
 Il terzo gruppo comprende i carbapenemi con attività sia su MRSA che su
i non fermentanti 
Imipenem : 
è un antibiotico β -lattamico ad ampio spettro scoperto nel 1978, derivato  dalla
Tienamicina   (N-formidoil-tienamicina) composto altamente instabile.
Ha uno spettro d'azione  più ampio  della maggior parte degli altri antibiotici
beta-lattamici essendo  attivo  su  germi  aerobi  ed  anaerobi  Gram-positivi
(streptococchi  e  gli  stafilococchi anche  se  betalattamasi-produttori,  ma  non
verso quelli meticillino-resistenti.) e Gram-negativi (nella maggior parte delle
Enterobacteriaceae  anche  quelle  che  producono  ESBL,  ma  anche  verso
Pseudomonas sp. e Acinetobacter sp).
Presenta  notevole  resistenza  nei  confronti  delle  beta-lattamasi  batteriche
prodotte sia dai Gram-negativi che dai Gram-positivi.
Imipenem  ha  diverse  caratteristiche  che  lo  rendono  un  antibiotico  molto
efficace :
a) la facile  penetrazione attraverso la parete cellulare dei batteri
b) la resistenza agli enzimi batterici
c) l'affinità per tutte le  PBP (Proteine leganti la penicillina) batteriche.
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A livello renale l’antibiotico viene rapidamente idrolizzato dalla deidropeptidasi
I (o DHP) una betalattamasi localizzata a livello dei microvilli  dell’orletto a
spazzola dei  tubuli  prossimali  la quale agisce aprendo l’anello betalattamico
con formazione di  metaboliti tossici e poco attivi.
Per questa ragione, Imipenem, in terapia, viene associato, nel rapporto di 1:1,
con un inibitore specifico dell’enzima DHP, la Cilastatina. 
La Cilastatina possiede una struttura simile a quella dell’Imipenem, ma è priva
di  attività  antibatterica  e  della  capacità  di  inibizione  delle  betalattamasi
batteriche.  La  Cilastatina  è  un  inibitore  reversibile  e  competitivo  della
deidropeptidasi-1 (DHP-1) e inoltre  inibisce competitivamente la secrezione
tubulare attiva dell'antibiotico.
Entrambe le azioni si traducono in un aumento delle concentrazioni urinarie di
imipenem.
L'antibiotico agisce inibendo  la terza ed ultima fase della sintesi della parete
cellulare batterica legandosi alle PBP . Queste proteine di legame variano tra le
diverse specie batteriche. 
Imipenem è efficace contro la maggior parte  dei sottotipi di PBP, ma ha una
maggior  affinità  per  PBP-2  e  1B-PBP.  Nei  confronti  di  PBP-3  (principale
bersaglio delle cefalosporine), imipenem ha un'attività minima.
Imipenem  associato  alla   Cilastatina  è  indicato  per  il  trattamento  di  gravi
infezioni respiratorie nosocomiali o acquisite in comunità, infezioni dei tessuti
molli, infezioni addominali complicate e infezioni genito-urinarie gravi.
Meropenem: 
è un carbapenemico di sintesi che rispetto all' Imipenem  possiede una struttura
chimica  tale  da  conferirgli  resistenza  all'enzima  deidropeptidasi-1   che,
altrimenti, degraderebbe l'antibiotico impedendogli di esplicare la sua azione.
La resistenza nei confronti di questo enzima permette la  somministrazione del
meropenem come singolo farmaco senza associazioni con enzimi inibitori .
Presenta attività superiore rispetto a Imipenem nei confronti  di   molti  Gram
negativi aerobi come  Haemophilus influenzae,  Neisseria gonorrhoeae e quasi
tutte  le  Enterobacteriaceae  che  producono  ESBL;  ha  attività  inferiore  nei
confronti di molti gram-positivi, specie streptococchi e stafilococchi.
Tutti gli stafilococchi meticillino-resistenti sono resistenti a meropenem.
Meropenem é  somministrabile  per  via  parenterale  ed  è  indicato  in  caso  di
polmoniti, infezioni della cute, meningiti, setticemia.
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Ertapenem : 
è un derivato carbapenemico semisintetico simile a Meropenem ed anch’esso è
stabile nei confronti della deidropeptidasi I umana  che consente di utilizzare il
farmaco senza associazione con inibitori enzimatici tipo Cilastatina.
Il suo utilizzo  inibisce la sintesi della parete batterica a seguito dell’adesione
alle proteine leganti la penicillina (PBP). 
In Escherichia coli, l’affinità più forte è verso le PBP 2 e 3. 
Ertapenem è pienamente  stabile  all’idrolisi  da parte  della  maggioranza delle
classi  di  beta-lattamasi,  incluse  le  penicillinasi,  le  cefalosporinasi  e  le
betalattamasi a spettro esteso, ma non delle metallo-betalattamasi. 
Ha uno spettro d'azione più limitato  rispetto  ad  Meropenem e Imipenem in
quanto ha attività solo marginale nei confronti dei Gram-negativi anaerobi non
fermentanti,  come  Pseudomonas  aeruginosa   e  non  risulta  efficace  nei
confronti di Stafilococco aureus meticillina resistente (MRSA).
Il suo utilizzo è indicato in casi di infezioni intraddominali, polmonite acquisita
in comunità, infezioni della cute e dei tessuti molli.
Doripenem :
Il  doripenem  è  un  antibiotico  beta-lattamico  appartenente  al  gruppo  dei
carbapenemi introdotto recentemente  con un ampio spettro d'azione su batteri
sia Gram-positivi sia Gram-negativi. 
Tuttavia non è attivo contro lo Staphylococcus aureus resistente alla meticillina.
È  stabile  contro  le  beta-lattamasi  comprese  quelle  con  spettro  esteso,  ma  è
suscettibile  all'azione  delle  carbapenemasi.  Il  doripenem è  ancora  più  attivo
contro Pseudomonas aeruginosa rispetto agli altri carbapenemi.
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2.2 Resistenza ai farmaci antimicrobici (antibioticoresistenza):
L'antibiotico è una sostanza chimica, prodotta da varie specie di microrganismi
(quali muffe e batteri) o ottenuta per sintesi, in grado di bloccare la crescita dei
principali  germi  patogeni  (azione  batteriostatica)  o  di  distruggerli  (azione
battericida), usata in campo medico per la cura delle malattie infettive. 
L' antibiotico è efficace quando raggiunge il sito bersaglio, si lega ad esso e
interferisce con le sue funzioni. 
Le tre cause principali di possibile fallimento della terapia antibiotica sono:
  il mancato raggiungimento del sito bersaglio
  l’inattivazione del farmaco 
  l’alterazione del bersaglio 
La resistenza agli antimicrobici è la capacità di un microrganismo di resistere
all’azione di un antibiotico .20
 Quando ciò è dovuto alla natura del microrganismo stesso questa si chiama
resistenza intrinseca  che è  l'insensibilità costituzionale di un microrganismo
verso  un  determinato  antibiotico.  In  tal  caso  il  microrganismo  in  questione
presenta una resistenza geneticamente determinata, non è mai stato sensibile a
quel  particolare  antibiotico,  la  resistenza si  manifesta  in  tutti  i  ceppi  di  una
stessa   specie  e  dipende dalle  caratteristiche  strutturali  del  microrganismo e
dalla  mancata  penetrazione  dell'antibiotico  attraverso  le  strutture  esterne  del
microrganismo. 21-22
Es. insensibilità degli enterobatteri per la penicillina o dei batteri Gram negativi
per i glicopeptidi.
In altri casi, ceppi batterici che in precedenza erano sensibili a un particolare
antibiotico sviluppano resistenza nei sui confronti.
In questo caso si parla di  resistenza acquisita.23-25
E’ favorita dall’elevata velocità con cui i batteri si riproducono e si  divide in:
 cromosomica o endogena 
 extracromosomica o esogena 
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RESISTENZA CROMOSOMICA : 
Costituisce solo il 10-15% di tutte le resistenze acquisite (bassa frequenza di
insorgenza)  e  si   realizza  tramite  un’alterazione  mutazionale  spontanea
dell’informazione genetica cromosomica .24-25
L’antibiotico  esercita  un’azione  selettiva  (seleziona  i  mutanti  resistenti,
inibendo le cellule sensibili), tale resistenza interessa solo l’antibiotico verso il
quale sono stati isolati i mutanti resistenti .
Si trasmette verticalmente tramite la discendenza (da cellula madre a cellula
figlia). 
Può essere:
 multi-step dove sono necessarie più mutazioni perché possa instaurarsi
(es. beta-lattamine, macrolidi, cloramfenicolo) 
 one-step  dove  è  sufficiente  una  sola  mutazione  per  determinare  la
comparsa di ceppi totalmente resistenti (es. rifamicine, chinoloni) 
RESISTENZA EXTRACROMOSOMICA: 
Costituisce il 90% di tutte le resistenze (alta frequenza di insorgenza), si origina
per acquisizione di nuovi geni di resistenza direttamente da altri microrganismi.
Tali  geni  sono  presenti  su  plasmidi  o  trasposoni  (elementi  genici  mobili)  e
penetrano nella cellula  attraverso  meccanismi di coniugazione, trasformazione
e traduzione . 26
La  resistenza  extracromosomica  può  riguardare   più  antibiotici
contemporaneamente (resistenza multipla) ed è a trasmissione orizzontale.
I meccanismi mediante i quali si instaura la resistenza antibiotica sono :
 Ridotta permeabilità cellulare :   la penetrazione di un antibiotico può
essere ridotta da cambiamenti strutturali negli involucri superficiali della
cellula. Nei Gram negativi la resistenza può essere dovuta ad alterazione
nel numero e nel lume delle porine (proteine di membrana attraverso le
quali penetrano molti antibiotici) .
 Aumentato  efflusso  :  l’antibiotico  penetrato  nella  cellula  batterica  è
allontanato da sistemi di efflusso. Nei Gram negativi le pompe di efflusso
operano  accoppiate  a  ”  proteine  canale”  che  provocano  l’espulsione
diretta del farmaco .27
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 Alterazione del bersaglio : il bersaglio dell’antibiotico è alterato e non è
più riconosciuto dall’antibiotico. 
 Produzione  di  enzimi  inattivanti   :  l’antibiotico  perde  la  sua  attività
biologica   poiché  viene  inattivato  da  enzimi  specifici.  (beta-lattamasi,
acetiltransferasi, fosfotransferasi, adeniltransferasi).28-29
Carbapenemasi:
Uno dei meccanismi più diffusi  che conferisce ai batteri e in particolare agli
Enterobatteri  resistenza  ai  carbapenemici  (CRE)  è  la  produzione  di  enzimi
idrolitici definiti carbapenemasi.
Sebbene  siano  definiti   come  “carbapenemasi”  molti  di  questi  enzimi
riconoscono praticamente tutti i β-lattamici idrolizzabili.30
Il  termine  carbapenemasi,  tuttavia,  è  ormai  entrato  nell’uso  corrente  della
letteratura  sulle  β-lattamasi  e  quindi  ad  oggi  viene  comunemente  utilizzato
anche  se  alcuni  autori  preferiscono  usare  la  denominazione  di  “enzimi
idrolizzanti i carbapenemi” piuttosto che il termine “carbapenemasi”, volendo
evidenziare così che i carbapenemi sono solo uno dei bersagli.31-32
Gli  enzimi  che  presentano  attività  idrolitica  nei  confronti  dei  carbapenemi
vengono suddivisi in base alla classificazione di Ambler in carbapenemasi di
classe A, B, D e  si distinguono in Metallo-β- Lattamasi (MBL, β-lattamasi di
classe B) e carbapenemasi a serina (alcune β-lattamasi classe A e di classe D).
Le carbapenemasi possono essere codificate sia da geni (bla) a localizzazione
cromosomiale che da geni (bla) trasferibili.33 Questi ultimi possono “muoversi”
fra microrganismi per lo più attraverso plasmidi e meno frequentemente con il
supporto di altri elementi detti trasposoni.34-35
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Tabella 1: Carbapenemasi più importanti da un punto di vista epidemiologico 
Classe B (metallo 
beta-lattamasi)
Classe A Classe D
IMP (imipenemasi) KPC
(K. pneumoniae 
carbapenemasi)
e l'enzima piu 
importante sia da
un punto di vista clinico
che
epidemiologico
Carbapenemasi
tipo OXA
VIM
(Verona integron-
encoded metallo-
betalattamasi)
SME
(Serratia marcescens 
enzyme)
NDM-1
(New Delhi metallo-
beta-lattamasi)
NMC-A/IMI
(not metallo enzyme
carbapenemase 
/imipenemhydrolysing
beta-lactamase)
GES
(Guiana extended 
spectrum)
Appartengono alla classe A delle carbapenemasi  le  serina beta lattamasi.35 Il
piu  importante  enzima  sia  da  un  punto  di  vista  clinico  che epidemiologico
appartenente a questa classe è  KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemasi)
identificato in North Carolina nel 1996 in K.pneumoniae.36
Il gene bla KPC che codifica l’enzima KPC è di solito affiancato da sequenze
correlate ai trasposoni ed è stato identificato sui plasmidi coniugativi, il che lo
rende facilmente trasferibile tra batteri di generi e specie diversi.
I  ceppi  produttori  di  KPC  sono  molto  spesso  pan-resistenti  in  quanto  alla
resistenza  ai  carbapenemi  si  associano  resistenze  multiple  ad  altre  classi  di
antibiotici.37-38
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Le carbapenemasi di classe B sono note anche come  metallo beta lattamasi
(MBL) ed  esplicano la loro azione idrolitica in presenza di  Zinco.  Le più
comuni   MBL sono   di  tipo  VIM (Verona  Integron-encoded  Metallo-Beta-
Lactamase)  39-40 isolate  la  prima  volta  nel  1997  a  Verona  da  Pseudomonas
aeuruginosa e successivamente diffusi anche alle Enterobatteriacee.
Enterobatteri  con geni  blaVIM-1sono diffusi  a  livello  mondiale e  in  Europa
sono presenti soprattutto in Grecia, Cipro e in Italia.   
E'  sconcertante  come  nuovi  tipi  di  MBL  vengano  rilevati  con  una  certa
regolarità;  è  questo  il  caso  dell’enzima  NDM-1  (New  Delhi  Metallo-beta-
lactamase) di recente emerso in India con rapida diffusione secondaria a diverse
altre nazioni.41
Nel 2009, in un paziente svedese di ritorno  dall’ India, fu individuata una
infezione  da  Klebsiella  pneumoniae  multiresistente  per  la  produzione  di  un
nuovo tipo di carbapenemasi.42
A distanza di poco tempo ceppi di Klebsiella  pneumoniae ed Escherichia Coli
con  lo  stesso  profilo  di  resistenza,  vennero  isolati  da  pazienti  che  avevano
soggiornato in Ospedali Indiani e Pakistani; in seguito si evidenziò come questi
batteri  fossero  già  largamente  diffusi  in  tutto  il  subcontinente  indiano.  Per
questo motivo il nuovo determinante di resistenza, appartenente alla famiglia
delle metallo-beta-lattamasi (MBL), fu chiamato NDM-1 (New Delhi Metallo-
β-lactamase type1). 
Il gene bla NDM-1 non è associato a una singola specie ma a molte specie non
correlate tra loro, e viene acquisito frequentemente da K.pneumoniae ma anche
da E.coli.
Fanno parte del gruppo D le carbapenemasi del tipo OXA.43-44
OXA-48 presente  in  enterobatteri  fu  isolato  nel  2001  per  la  prima  volta  in
Turchia e da allora si è diffuso a India ,Nord Africa,Francia, Germania(in Italia
è stato ritrovato in modo sporadico).45-46
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4. ENTEROBATTERIACEE 
Le enterobatteriacee (famigliaEnterobacteriaceae) includono un numero ampio
di  batteri, il cui  habitat  naturale è costituito dall'intestino dell'uomo  e di altri
animali.  Questi  batteri  sono  accomunati  da  caratteristiche  antigeniche  e
biochimiche tipiche dell'intero gruppo.47 Resta difficile classificare gli stessi  in
base  a  queste  caratteristiche,  in  gruppi  nettamente  distinti,  in  quanto  molti
batteri presentano caratteri intermedi.
Tutte  le  enterobatteriacee  sono  bacilli  Gram-negativi,  asporigeni.  Possono
essere  mobili  o immobili,  quasi  tutti  provvisti  di  pili.  Sono Aerobi-anaerobi
facoltativi e normali terreni di coltura consentono la loro crescita. Se coltivati in
presenza di ossigeno, ovvero in aerobiosi, le enterobatteriacee sono produttori
di  citocromi  e attraverso il  ciclo di Krebs  ricavano energia ossidando l'acido
piruvico.  Alla  prova  dell'ossidasi  risultano  negativi,  non  possedendo  il
Citocromo c. Per i generi  Escherichia,  Shigella,  Edwardsiella  e  Salmonella  il
cianuro di potassio a piccole concentrazioni ne impedisce la crescita nel terreno
di coltura.48-49
In ambiente privo di ossigeno (anaerobiosi) attraverso la fermentazione possono
utilizzare il glucosio, producendo acidi e talora anche gas. Questa proprietà e la
mancanza  di  Citocromo-C  costituiscono  due  caratteristiche  di  rilievo  nella
differenziazione delle enterobatteriacee dagli altri batteri Gram-negativi, i quali
utilizzano il  glucosio  solo  attraverso  un processo  ossidativo e  sono ossidasi
positivi. 
La superficie cellulare  delle enterobatteriacee vede la presenza di molecole di
lipopolisaccaride caratteristica comune di tutti i batteri Gram negativi. Questa
molecola contribuisce alla proprietà tossica di questi batteri (endotossina) con la
sua componente lipidica e, allo stesso tempo, costituisce, con la sua porzione
polisaccaridica, la componente antigene di superficie, denominata antigene O.
Più in superficie rispetto all'antigene O è possibile individuare, in molti batteri
di questo gruppo, uno strato di  polisaccaridi  acidi, come una sorta di capsula
mucosa, a volte anche ben evidente. Questa parte, se presente, costituisce un
altro antigene, detto antigene K , ad esclusione delle salmonelle dove prende il
nome di antigene Vi.
Infine nelle enterobatteriacee che presentano mobilità vi  è un altro antigene,
costituito dalle proteine dei flagelli, detto antigene H.
 
Klebsiella pneumoniae produttrice di carbapenemasi (KPC) 
E’ il  membro clinicamente più importante del  genere  Klebsiella.  Si  tratta  di
batteri Gram negativi appartenenti alla famiglia delle Enterobacteriaceae. 
Le infezioni nosocomiali di cui è più frequentemente causa sono: le polmoniti,
le batteriemie, le infezioni del sito chirurgico e le meningiti. 
Il tasso di mortalità legato a tali infezioni è elevato, variando dal 25% al 70%.
La sua incidenza nelle patologie in ambito ospedaliero è in netto incremento.50I
primi  ceppi  di  Klebsiella  farmaco  resistenti  isolati  in  Europa,  furono  quelli
produttori di beta-lattamasi a spettro esteso (ESBL: Extended Spectrum Beta-
Lactamases).51  Nel  corso  degli  anni  alcuni  studi  hanno  documentato  un
significativo  incremento  della  resistenza  a  ceftazidime  (fino  al  22%),  a
gentamicina (fino al 73%) e a chinoloni (fino al 52%), in particolare in Terapia
Intensiva. Le ESBL possono idrolizzare un ampio gruppo di beta-lattamici, tra
cui le cefalosporine ad ampio spettro ed i monobattamici.52-
Klebsiella pneumoniae è responsabile della  diffusione globale della resistenza
ai carbapenemici, geograficamente e temporalmente tracciata dalle successive
segnalazioni in letteratura. 
Le principali carbapenemasi identificate negli USA sono KPC-2 e KPC-3 ed
oltre ad essere prodotte da K. pneumoniae, si riscontrano meno frequentemente
anche  in  altre  Enterobacteriaceae  (E.  coli,  Enterobacter  cloacae,  Proteus
mirabilis, Klebsiella oxytoca, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida).
Successivamente  altre  nazioni  dell’America   (Brasile  ed  Argentina)  hanno
documentato l’isolamento di  cloni  produttori  di  KPC.  Negli  anni  sono state
identificate sette varianti di KPC. 
La prima epidemia da KPC al di fuori degli Stati Uniti è stata identificata in
Israele e successivamente diffusa anche a livello Eorupeo. 
La presenza di enterobatteri produttori di carbapenemasi, più frequentemente
rappresentati  da  Klebsiella  pneumoniae,  è  diventata  una  causa  comune  di
morbilità negli ospedali di tutta Europa .
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Escherichia coli 
E' un batterio Gram-negativo ed è la specie più nota del genere Escherichia: se
ne  distinguono almeno 171  sierotipi,  ognuno con una  diversa  combinazione
degli antigeni O, H, K, F. Il nome deriva dal suo scopritore, il tedesco-austriaco
Theodor Escherich. 
Appartiene al gruppo degli enterobatteri.
Il  genere  Escherichia,  insieme  ad  altri  generi  (Enterobacter,  Klebsiella,
Citrobacter,  Serratia,  ecc.),  viene  raggruppato  sotto  il  nome  di  coliformi.
Tecnicamente il "gruppo dei coliformi" comprende batteri aerobi e anaerobi non
sporigeni.
La specie  Escherichia coli  è un microrganismo a forma di bastoncello, gram-
negativo,  aerobio  e  anaerobio  facoltativo,  non  sporigeno,  che  cresce  alla
temperatura  di  44,5  °C  nei  terreni  contenenti  triptofano  con  le  seguenti
caratteriristiche : è lattosio-fermentante, indolo-positivo, beta-D-glucuronidasi-
positivo. In letteratura, la presenza di questo ultimo enzima è stata evidenziata
nel  94-99,5  %  dei  biotipi  di  Escherichia  coli,  con  l'eccezione  dei  sierotipi
O157:H7.
Anche  se  rappresenta  un comune simbionte  dell'intestino  e  ha  un ruolo  nel
processo digestivo, ci sono situazioni in cui  E. coli può provocare patologie.
Alcuni ceppi di E. coli sono l'agente eziologico di malattie intestinali ed extra-
intestinali, come infezioni del tratto urinario, meningite, peritonite, setticemia e
polmonite.  Escherichia  coli  e  Klebsiella  pneumoniae,  come  detto  in
precedenza,  sono enterobatteri  produttori  di  beta  lattamasi  a  spettro  esteso
(ESBL)  e  rappresentano  un  problema  di  notevole  rilievo  clinico  ed
epidemiologico. 53
E.coli  in  casi  particolari  può  acquisire  la  capacità  di  produrre  anche
carbapenemasi rendendo le infezioni causate da questi microrganismi difficili
da  trattare  con  considerevole  aumento  della  mortalità  dei  pazienti  che  le
contraggono.54
  
19
4.   IL NUOVO  SISTEMA EUROPEO  “EUCAST”  PER  L’
INTERPRETAZIONE DEGLI ANTIBIOGRAMMI.
I criteri interpretativi dei saggi di sensibilità ai farmaci antimicrobici si basano
essenzialmente sulla definizione dei cosiddetti valori di breakpoint, cioè di quei
valori di MIC (Concentrazione Minima Inibente) o di diametro dell’alone di
inibizione della crescita microbica, che differenziano i ceppi sensibili  ad una
data  molecola  da  quelli  resistenti.  Mentre  in  molti  paesi  europei  i  comitati
nazionali  hanno stabilito i  breakpoint,  in Italia si  sono utilizzati  fino a poco
tempo  fa  i  criteri  interpretativi  statunitensi  (CLSI:  Clinical  and  Laboratory
Standards Institute)55.
Il  Comitato  europeo  EUCAST  (European  Committee  on  Antimicrobial
Susceptibility  Testing  –  Comitato  Europeo  per  i  Test  di  sensibilità  agli
Antibiotici)56, nato per decisione dell’European Centre for Disease prevention
and Control e dell’European Society of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases, ha terminato di rivedere i valori di breakpoint per tutti  i principali
antibiotici  e  microrganismi  ed  è  emersa  da  più parti  la  raccomandazione di
adottare questo nuovo sistema interpretativo.
Il  Settore  di  Microbiologia   del  Laboratorio  Aziendale   seguendo  le
raccomandazioni  sopra  riportate  e  ribadite  anche  dall’AMCLI (Associazione
Microbiologi Clinici Italiani), ha introdotto lo standard interpretativo EUCAST.
Tale  scelta  rappresenta  una  evoluzione  motivata  anche  dalle  seguenti
considerazioni:
a) i  breakpoint definiti  da EUCAST sono gli unici ufficialmente riconosciuti
dalla European Medicines Agency (EMeA), che rappresenta l’organismo che
autorizza la immissione dei farmaci in tutti i Paesi dell’Unione Europea;
b) le procedure per la definizione dei breakpoint seguite da EUCAST appaiono
trasparenti  e  chiaramente  motivate  dal  punto  di  vista  microbiologico  e
farmacologico;
c)  il  sistema EUCAST è già in uso in alcuni  paesi  europei  e la progressiva
adozione da parte di tutti gli altri paesi membri permetterà di omogeneizzare i
dati di sorveglianza raccolti a livello comunitario.
Nella  pratica,  il  passaggio  ad  EUCAST  ha  comportato   in  molti  casi  un
abbassamento  dei  breakpoint  e  di  conseguenza  per  alcune  specifiche
combinazioni  microrganismo-antibiotico,  si  è  ottenuta   un’interpretazione
dell’antibiogramma più “restrittiva”: una quota di isolati che con le precedenti
modalità interpretative venivano refertati come Sensibili risultano oggi  invece
Intermedi o Resistenti. 
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In linea teorica, la produzione di carbapenemasi andrebbe sospettata in tutti gli
isolati  di  Enterobacteriaceae  per  i  quali  le  MIC  dei  carbapenemi  risultano
superiori ai rispettivi cut-off epidemiologici (ECOFF) dei ceppi wild-type della
specie corrispondente (http://www.eucast.org/mic_distributions_and_qc/). 
I  breakpoint  clinici  dei  carbapenemi,  tuttavia,  sono più elevati  dei  valori  di
ECOFF, ed i sistemi utilizzati  nella pratica di laboratorio per determinare la
sensibilita agli antibiotici non consentono in genere di misurare valori di MIC
dei carbapenemi nel range degli ECOFF.
Tenendo  conto  di  ciò,  nella  comune  pratica  di  laboratorio  è  consigliabile
sospettare la produzione di carbapenemasi in presenza di una ridotta sensibilita
all’ meropenem:
MIC ≥ 0.5 mg/L o diametro alone di inibizione ≤ 25 mm
Criteri  di  selezione  dei  ceppi  che  devono essere  testati  per la  conferma
fenotipica secondo EUCAST:
Sia  CLSI  che  EUCAST  raccomandano  di  effettuare  test  fenotipici  per  la
conferma della produzione di carbapenemasi solo per scopi epidemiologici o di
controllo delle infezioni ma in molte aree la rilevazione e la caratterizzazione
delle carbapenemasi è raccomandata o obbligatoria allo scopo di un controllo
delle infezioni.
EUCAST propone per gli enterobatteri resistenti nei confronti dei carbapenemi
come per le altre combinazioni microrganismo/antibiotico, il concetto di “valori
epidemiologici  cut-off” (ECOFF), che definiscono l’estremità superiore della
distribuzione  del  wild-type;  microrganismi  con  valori  di  MIC  superiori  all’
ECOFF hanno verosimilmente acquisito qualche meccanismo di resistenza.
Il “cut off” epidemiologico per i ceppi wild -tipe di E.coli e K.pneumoniae per
meropenem è  <= 0,125 ma i  sistemi automatizzati  correntemente in uso nei
laboratori  di  microbiologia  clinica  per  la  determinazione  delle  MIC  non
consentono attualmente di misurare le MIC dei carbapenemi nel range degli
ECOFF.
Inoltre la scelta della molecola e del valore soglia di MIC su cui basarsi per
sospettare  la  produzione  di  carbapenemasi,  deve  garantire  una  adeguata
sensibilità e specificità nella selezione dei ceppi sui quali  effettuare i test di
conferma.
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Gli enterobatteri con ridotta sensibilità ai carbapenemi per cause diverse dalla
produzione di carbapenemasi (test di conferma fenotipica negativo) non sono
inclusi  nella  sorveglianza regionale perché ritenuti  meno problematici  da un
punto di vista clinico ed epidemiologico. Tali microrganismi possono rientrare
nella lista dei microrganismi alert a livello locale, in base alle disposizioni delle
singole aziende.
Carbapenemi MIC breakpoint clinici (mg/L)
   Sensibile
     (S) < =       
  resistente 
     (R) = >
ertapenem        0,5         1
meropenem         2         8
imipenem         2         8
doripenem         1         2
Tabella 2: EUCAST Clinical Breakpoint Tables v. 6.0, valid from 2016-01-01 
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5.  SORVEGLIANZA  ATTIVA  DI  ENTEROBATTERI
RESISTENTI  AI  CARBAPENEMI  (CPE)  NELLE
STRUTTURE DEGENZIALI DELLA ASL 4 CHIAVARESE.
Screening all’ingresso
La  sorveglianza  attiva  è  mirata  alla  identificazione  precoce  dei  soggetti
colonizzati  attraverso  la  ricerca  della  presenza  di  enterobatteri  resistenti  ai
carbapenemi su tampone rettale o, in alternativa, su feci per i pazienti a cui non
sia possibile effettuare il tampone rettale.57
Il campione biologico dovrà essere prelevato (all’atto del ricovero o comunque
il prima possibile) da soggetti che, per complessità di Struttura di degenza o per
anamnesi  individuale,  hanno  una  probabilità  più  elevata  di  essere  venuti  a
contatto con tali batteri :
Reparti a rischio:  tutti i pazienti che vengono ricoverati (esclusi i ricoveri in
regime di Day Hospital e Day Surgery)58 nei reparti di :
- Terapia Intensiva
- Cardiologia riabilitativa 
- Neuroriabilitazione 
Fattori di rischio individuali: indipendentemente dalla Struttura di degenza, i
pazienti   nei  quali  è  necessario effettuare il  test  di  screening all’ingresso in
reparto presentano le seguenti caratteristiche o condizioni:
· pazienti precedentemente individuati come infetti/colonizzati
· pazienti ricoverati in ospedale negli ultimi tre mesi o provenienti da Strutture
di degenza Territoriali
· pazienti emodializzati che accedono alle Strutture degenziali
·  pazienti  in trasferimento da altro Ospedale,  nel caso in cui  NON sia stato
effettuato un test nei 7 giorni precedenti il trasferimento
· pazienti sottoposti a precedenti terapie antibiotiche con carbapenemi
·  pazienti provenienti da altri Paesi ove la diffusione di CPE è endemica (es.
Grecia, Cipro,India, Pakistan, Colombia, Israele, Stati Uniti d’America).59-60
 Frequenza dello screening e notifica:
Tutti  i  soggetti  a  rischio  (per  tipologia  di  reparto  o  per  fattori  individuali)
devono essere sottoposti a screening all’ingresso. In questo caso sarà necessario
attivare le  misure precauzionali  da contatto in attesa dei risultati  del  test,  in
relazione  alle  criticità  del  caso  e  del  reparto,  isolando  preventivamente  il
paziente “non noto e sottoposto a screening”.61
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In caso di trasferimento del paziente ad altra struttura in attesa di risultato
allegare  al  frontespizio  della  cartella  clinica  la  stampa  della  richiesta
dell’ultimo  tampone  eseguito  segnalando  in  modo  evidente  l’attesa  di
refertazione.
Successivamente,
-  nei  reparti  a  rischio:  tutti  i  pazienti  ricoverati  devono essere  sottoposti  a
screening settimanale.62-63
- negli altri reparti: solo in presenza di casi di colonizzazione/infezione, tutti i
pazienti  ricoverati  devono  essere  sottoposti  a  screening  settimanale  finchè
nessun nuovo caso si sia manifestato nelle ultime 3 settimane.
 Follow-up dei soggetti colonizzati/infetti 63
In caso di isolamento sospetto o accertato di ceppi di enterobatteri resistenti ai
carbapenemi su tampone rettale o su feci per finalità di  screening o su altri
materiali biologici prelevati a scopo diagnostico :
-  Comunicare tempestivamente la presenza di soggetto colonizzato/infetto alla
Direzione Medica di Presidio e Direzione Infermieristica
-  Procedere ad identificare  i  potenziali  contatti  del  caso indice  ed includerli
nella  sorveglianza  attiva  (ad  esclusione  dei  reparti  a  rischio  elencati  in
precedenza per cui è già previsto screening settimanale su tutti i degenti)
- Interrompere il follow-up del paziente dopo due colture consecutive negative e
mantenere attive le precauzioni da contatto e le misure di contenimento della
trasmissione precedentemente poste in essere per l’intera durata del ricovero.
 Sorveglianza attiva dei contatti:
I potenziali contatti dei soggetti positivi devono essere sottoposti a screening
microbiologico tramite tampone rettale per CPE o ricerca su feci .64-65
Identificazione dei contatti :
-Tutti  i  soggetti  assistiti  dalla  stessa  èquipe  assistenziale  (personale  medico,
infermieristico, personale volontario, fisioterapista, o altri operatori a stretto e
ripetuto contatto con i degenti).
-Soggetti che abbiano condiviso la stessa stanza di degenza e /o servizi igienici.
-Nel caso in cui l’individuazione del soggetto colonizzato o infetto avvenga in
maniera occasionale (al di fuori delle attività di screening), poiché in tale ipotesi
non sono state messe in atto tutte le misure precauzionali necessarie ad evitare
la trasmissione, è indicato eseguire la ricerca di CPE su tutti i soggetti ricoverati
nel medesimo reparto.
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TRASFERIMENTO  /  DIMISSIONE  DEL  PAZIENTE
INFETTO/COLONIZZATO 
-  In caso di trasferimento del paziente presso altra Struttura/Ente, deve essere
garantita  una  efficace  comunicazione  dello  stato  di  portatore,  attraverso
segnalazione ben visibile sulla cartella clinica/lettera di dimissione, integrata da
contatto telefonico diretto da parte del medico referente.
- Lo stato di portatore deve essere segnalato anche al personale del servizio di
trasporto affinché metta in atto le opportune precauzioni da contatto durante il
trasferimento e provveda a sanificare la barella al termine del trasporto.
- La struttura “accettante” deve avere già predisposto le misure di contenimento
necessarie prima del trasferimento, anche in attesa di referto.
-  Nel  caso  di  dimissione  a  domicilio,  deve  essere  consegnato  opuscolo
informativo  destinato  al  paziente  e  ai  suoi  familiari  (pieghevole  aziendale),
integrato  da  documento  sottoscritto  dal  paziente  o  familiare  che  attesti
l’avvenuta informativa , da conservare in cartella clinica.
   
MISURE  DI  PREVENZIONE  E  CONTENIMENTO  DELLA
TRASMISSIONE
Le indicazioni sotto riportate non sono da ritenersi  esaustive: le integrazioni
relative a tale argomento sono riferite nella Procedura Aziendale PO/DM/31 e
Precauzioni da Contatto.66-67
-  Ogni  operatore  sanitario  durante  l’attività  lavorativa  non  deve  indossare
unghie artificiali o ricostruzioni, smalti, monili di alcun genere durante il turno
di servizio, compresa la fede nuziale.
- Ogni operatore sanitario deve implementare l’igiene delle mani nel rigoroso
rispetto dei 5 momenti  indicati  dall’OMS (vedi  procedura Aziendale  ‘Igiene
delle mani’ PO/DM/09).
-  La  documentazione  clinica  ed  assistenziale  deve  essere  consultata  ed
aggiornata  fuori  dalla  camera  di  degenza  dopo aver  rimosso  i  DPI  ed  aver
eseguito l'igiene delle mani.
-  Le  procedure  di  assistenza  al  paziente  e  quelle  alberghiere  devono  essere
svolte dopo quelle eseguite sui restanti pazienti.
-  Concentrare  le  attività  assistenziali  quando  possibile  con  immediata
eliminazione della  biancheria  sporca,  dei  rifiuti,  allontanamento dispositivi  e
materiali utilizzati per l'assistenza che devono essere sottoposti a detersione e
disinfezione/sterilizzazione così come le superfici contaminate.
- Tutte le pratiche assistenziali, compresa l'igiene del paziente devono essere
eseguite  mantenendo  la  sequenza  dalla  zona  più  pulita  verso  quella  più
contaminata e trattare per ultime le sedi d'infezione/colonizzazione
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- Per l’igiene totale o parziale del paziente colonizzato/infetto da CPE è indicato
l'utilizzo  di  panni  preimpregnati  pronti  all’uso  di  soluzione  antisettica  di
clorexidina gluconato al 2% senza alcol, evitando di utilizzarle per la detersione
di sedi corporee al di sopra della mandibola e su ferite aperte
-  Personalizzare  strumenti  e  materiali  ad  uso  dedicato  quali  fonendoscopio,
bracciale  sfigmomanometro  (con  utilizzo  di  copri-manicotto  monouso),
glucometro, ossimetro, lacci emostatici,
materiale  occorrente  per  il  posizionamento  di  accessi  venosi  (cerotto,
medicazioni…),  copri-cavi  per  monitor  (se  disponibili),  padelle  e  pappagalli
(quando  non  monouso).  Qualora  alcuni  strumenti  non  possano  essere
personalizzati  ricondizionare  gli  stessi  tra  un  paziente  e  l’altro  secondo  le
Procedure Aziendali di riferimento (vedi procedure ‘Disinfettanti’ PO/DM/20 e
allegati e ‘ricondizionamento dispositivi medici’ PO/DM/27 e allegati)
- Privilegiare l’utilizzo di materiale monouso
- Approntare nell’area di isolamento un carrello o piano di lavoro dotato di tutto
il  materiale  (possibilmente  monouso  dedicato)  necessario  all’assistenza  del
paziente:  dispositivi  medici,  disinfettanti/antisettici,  materiali  di  medicazione,
materiali per l’igiene del paziente, biancheria ecc. 68
Non sovrastimare le necessità di dispositivi necessari all’assistenza vicini al
paziente o su carrello dedicato. Eliminare il  materiale non utilizzato che
potenzialmente  potrebbe  essere  contaminato  (vedi  procedura  aziendale
‘Precauzioni standard e aggiuntive’ PO/DM/31).
-  Se  la  sede di  infezione/colonizzazione è  il  sito  d'incisione chirurgica  o  in
presenza  di  altre  lesioni  della  cute  eseguire  se  possibile  le  medicazioni  in
stanza, per evitare di spostare il paziente e rischiare di contaminare altre zone
- Porre particolare attenzione durante alcune pratiche assistenziali,  al  fine di
prevenire la diffusione dei microrganismi nell'ambiente circostante il paziente
(es.:  svuotamento  drenaggi/  sacche  urine,  ecc.)  attraverso  la  rimozione
tempestiva dei guanti e l'incremento del frizionamento alcolico delle mani
- Durante l’igiene del letto rimuovere la biancheria con cautela per prevenire la
contaminazione ambientale. La biancheria sporca deve essere immediatamente
eliminata come biancheria infetta
-  Posizionare  nella  stanza  di  degenza/area  di  isolamento  un  contenitore  per
rifiuti sanitari pericolosi a rischio infettivo e di volume adeguato al materiale da
smaltire
- Nel paziente non autosufficiente frizionare le mani con soluzione idroalcolica.
Educare i pazienti autosufficienti e collaboranti nel proprio processo di cura alla
corretta tecnica di  lavaggio mani e  frizionamento alcolico e nell’utilizzo dei
servizi igienici che possono essere in comune con altri degenti.
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- Se possibile, impiegare staff dedicato o prevedere un cohorting dello staff in
presenza  di  più  casi;  è  indicato  individuare  un  “responsabile  del  caso”
all’interno di ogni turno di lavoro, assegnato all’assistenza dei portatori e dei
pazienti con infezione da CPE
- Limitare gli spostamenti e il trasporto del paziente solo ai casi strettamente
necessari;  nel  caso  sia  previsto  esame  diagnostico/intervento  chirurgico,
avvisare  l’UO/Servizio  Sale  Operatorie  della  situazione  microbiologica  del
paziente e concordare (ove possibile) l’esame/intervento chirurgico in
modo  tale  che  sia  l’ultimo  della  giornata  per  permettere  un  idoneo
ricondizionamento dell'ambiente.
Tutto il personale coinvolto nell’iter diagnostico deve adottare le precauzioni
aggiuntive da contatto.
Procedere  alla  sanitizzazione  ambientale  del  locale  dove  ha  stazionato  il
paziente  ponendo particolare  attenzione alle  zone a  maggior  contatto  con le
mani, alle attrezzature, e ai mezzi utilizzati per il  trasporto del paziente (es.:
barella/lettino radiologico etc).
-Implementare  l'educazione  sanitaria  agli  altri  pazienti  che  condividono  la
stessa stanza, i quali
devono  essere  istruiti  sulla  corretta  tecnica  di  lavaggio  delle  mani  e  sulla
necessità di evitare contatto con le superfici (comodino, sbarre, ecc.), dell'unità
del paziente infetto/colonizzato da CPE e con i suoi effetti personali.
- Implementare l'educazione sanitaria a parenti e visitatori sulle precauzioni da
adottare.
- La frequentazione di aree comuni da parte del paziente e dei suoi familiari e
visitatori può avvenire previa scrupolosa formazione/informazione dei pazienti
e dei familiari. Potrebbe essere sufficiente prevedere una zona ad essi dedicata e
sanificata/sanitizzata dopo l’utilizzo.
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TERAPIA DELLE INFEZIONI DA CPE
Risulta  di  fondamentale  importanza,  prima  di  procedere  ad  un  qualsiasi
approccio terapeutico,  operare la  distinzione tra colonizzazione ed infezione.
Difatti, l’isolamento di CPE da materiale normalmente non sterile (ad esempio
espettorato, drenaggio addominale) in assenza di segni e sintomi di infezione
non spiegabili  da altre  cause,  è da considerarsi  colonizzazione e quindi  non
suscettibile di intervento terapeutico. 69
Un’eventuale terapia antibiotica in tali casi sarebbe del tutto inappropriata, con
potenziale selezione di ceppi multiresistenti (MDRO) e aumento del rischio di
infezioni invasive da Candida spp. e colite da Clostridium difficile.
Tutt’altro  comportamento  va  tenuto  in  caso  di  isolamento  di  CPE  da
emocoltura. Infatti, tale isolamento è da considerarsi espressione di infezione
invasiva  e  necessità  pertanto  di  tempestiva  e  appropriata  terapia  antibiotica
anche in assenza di sintomatologia di particolare gravità.70
Una volta operata la distinzione tra colonizzazione ed infezione, in quest’ultima
evenienza è necessaria una terapia antibiotica mirata, spesso di combinazione,
potenzialmente attiva sul ceppo isolato.71-72
In caso di sepsi, oppure di paziente instabile con evidenza di infezioni urinarie,
intra-addominali o respiratorie complicate, nel paziente in cui sussistano precisi
fattori  di  rischio  per  infezione  da  CPE  (paziente  colonizzato,  precedenti
infezioni da CPE) la consulenza infettivologica risulta inoltre
fondamentale per l’impostazione di adeguata terapia empirica.
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SORVEGLIANZA NAZIONALE DELLE BATTERIEMIE 
DA CPE
Al fine di monitorare la frequenza e la distribuzione geografica delle infezioni
invasive da CPE in Italia, è stata istituita una Sorveglianza Nazionale dei casi,
che prevede  la  notifica  dei  pazienti  con batteriemia causata  da  Klebsiella
pneumoniae e Escherichia coli  non sensibili ai carbapenemi e/o produttori
di carbapenemasi, che rispondano alla definizione di caso indicata
di seguito:
Definizione di caso per la notifica delle batteriemie da CPE73
Dovranno essere segnalati tutti i pazienti con una o più emocolture positive per
Klebsiella  pneumoniae  o  Escherichia  coli  in  cui  il  microrganismo  isolato
presenti una o entrambe delle seguenti caratteristiche:
¨  non sensibilità  a  imipenem e/o  meropenem (categoria  interpretativa  R o I
nell’antibiogramma);
¨ produzione di carbapenamasi dimostrata mediante test di conferma fenotipica
e/o genotipica.74
Per  quanto  riguarda  le  relative  metodiche  di  laboratorio,  è  possibile  far
riferimento ai documenti scientifici più recenti.
La segnalazione e l’invio alla DMPO
Il  Laboratorio provvederà  alla  segnalazione mediante  la  Scheda Ministeriale
alla DMPO (fig 6), la quale avrà il compito di completare la scheda con i dati
mancanti  e  di  trasmettere  l’informazione  all’ Igiene  e  Sanità  Pubblica  per  i
successivi  adempimenti,  così  come specificatamente  descritti  nella  Circolare
Ministeriale.75
29
Fig 6:  Scheda Ministeriale “Sorveglianza nazionale batteriemie da K. Pneumoniae e E. 
coli produttori di carbapenemasi”
A. Nome ________________________________ Cognome _________________________________________
F M Data di nascita _____/_____/______ Comune di residenza __________________________________
Nazionalità ____________________________ Data inizio sintomi _____/_____/______
Ospedale/Struttura _________________________________________ Azienda Sanitaria ________________________
Città __________________________________ Provincia ________________ Regione __________________________
La ASL ovvero il Dipartimento di Prevenzione della ASL competente per territorio invia entro 7 giorni, esclusivamente questa parte B della
presente scheda alla regione, al Ministero della Salute (malinf@sanita.it) e all’ISS (sorveglianza.kpc@iss.it)
B. Segnalato/Notificato da:
______________________________________________________________________________________________________
Telefono______/_________________ Fax_____/________________ e-mail_________________________________________
Data compilazione_____/______/________ Provincia______________ Regione_____________________________________
DATI DEL PAZIENTE
F M età ________ se età < 1 anno, mesi _________ Provincia di residenza ______________________________
Nazionalità _______________________________________ data inizio sintomi _____/_____/________
Origine presunta dell’infezione: acquisita in Italia acquisita in Paese estero _____________________________________
Al momento dell’inizio dei sintomi il paziente si trovava?
A domicilio in ospedale (indicare struttura) __________________________________ in Struttura Residenziale
Se in ospedale, indicare il reparto di degenza:
¨ Trapia intensiva                                                        ¨ Chirurgia dei trapianti
¨ Oncologia                                                                 ¨ Lungodegenza/Geriatria
¨ Ematologia                                                                ¨ Medicina generale
¨ Neuro-riabilitazione/Unità spinale                            ¨ Chirurgia generale o specialistica
¨ Altro
Microrganismo isolato: Klebsiella pneumoniae                                    Escherichia coli
Isolamento da sangue prelevato in data _____/_____/_______
Criterio microbiologico per la definizione di caso:
                          non sensibilità (R/I) a imipenem e/o meropenem                                                              produzione di carbapenemasi
conferma fenotipica della produzione di carbapenemasi: KPC
                                                                                          Metallo enzima
                                                                                          altro (specificare)
conferma genotipica della produzione di carbapenemasi: KPC                                 OXA-48      
                                                                                           VIM                                   Altro (specificare)_________________________ 
                                                                                           NDM
                                                                                           
Origine presunta della batteriemia:            Primitiva                                                                Polmonite associata a ventilazione
                                                                     Catetere venoso centrale / periferico                     Infezione delle vie urinarie
                                                                     Polmonite                                                               Infezione della ferita chirurgica (ISC) 
                                                                     Infezione della cute e dei tessuti molli (non ISC) altro_____________________________________
Esito: Dimesso               Deceduto              Ancora ricoverato                        Trasferito (indicare dove)_____________________________________
MONITORAGGIO REGIONALE DELLE ATTIVITA’ DI 
SORVEGLIANZA
Mensilmente e trimestralmente  vengono inviati in Regione i dati indicatori ,in
modo  tale  da  poter  essere  evidenziati  per  Azienda,  per  tipo  di  struttura
(Ospedale  e  territorio)  per  Stabilimento  ospedaliero,  per  specie  di
microrganismo isolata.
La  reportistica  deve  essere  rispettata  anche  in  caso  di  “zero  reporting”e
comprende:
-Consumo gel idroalcolico (litri/1000 gg degenza)
- Rapporto tra numero di portatori individuati con test di screening e numero di
soggetti sottoposti a screening
- Proporzione di enterobatteri resistenti ai carbapenemi (numero di pazienti con
isolamento  di  enterobatteri  resistenti  ai  carbapenemi/numero di  pazienti  con
isolamento di Klebsiella pneumoniae o Escherichia coli). Tale indicatore verrà
calcolato  utilizzando  i  dati  forniti  dal  network  Regionale  di  sorveglianza
dell’antibiotico-resistenza
- Numero di casi secondari/totale dei casi (colonizzati+infetti)
-Test di screening/gg degenza
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6. OBIETTIVO DELLO STUDIO
L'antibioticoresistenza enzimatica ai  carbapenemi,  sviluppata da enterobatteri
all'interno dei reparti ospedalieri ,costituisce un problema serio  che deve essere
affrontato in modo corretto  e con misure di contenimento efficaci.
La realizzazione di un sistema di sorveglianza interno alle Aziende Ospedaliere
è diventato indispensabile al fine di garantire un  mirato uso degli antibiotici e
un controllo efficace delle infezioni nosocomiali.
Questo  studio  è  stato  condotto  presso  il  Laboratorio  Analisi,  settore  di
microbiologia  dell'ASL 4 chiavarese con sede a Lavagna (GE), all'interno del
programma di sorveglianza attiva della diffusione di enterobatteri resistenti ai
carbapenemi(CPE) nelle strutture degenziali.
Durante il  periodo di tirocinio ho partecipato all'attuazione del Protocollo di
sorveglianza  per quanto riguarda la parte assegnata al laboratorio.
Grazie alla collaborazione della Sezione di Microbiologia e della Sezione di
controllo  delle  antibioticoresistenze  e  all'utilizzo  del  programma  statistico
Mercurio, è stato possibile ottenere dati significativi riguardanti la percentuale
di positività, l'incidenza di nuovi isolati di CPE all'interno dei diversi reparti ,  il
tipo  di  microrganismo  isolato  e  la  classe  di  carbapenemasi  prodotta  da
quest'ultimo.                             
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7. MATERIALI E METODI
Sono stati sottoposti a test di screening i pazienti ospedalizzati considerati “a
rischio” come richiesto dalla circolare MS n.4968.
Il test di screening viene eseguito tramite tampone rettale seguendo i seguenti
steps:
          
semina su terreno cromogeno chromID CARBA 
    
 
 incubazione in termostato
Crescita positiva Crescita negativa
identificazione ed 
antibiogramma
(Vitek2)
 
Conferma
resistenza
carbapenemi
Test fenotipici e
PCR
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7.1 RACCOLTA E SEMINA DEI CAMPIONI
I campioni vengono raccolti mediante tampone rettale del tipo Eswab regular,
formato  da:  un  contenitore  cilindrico  in  polipropilene,  l'apposito  tappo,  il
terreno di trasporto del tipo Amies (  1ml )76 contenuto all'interno in grado di
mantenere in vita un gran numero di microrganismi per almeno 24-48 ore e il
tamponcino con punta in fibra di nylon.(figura 7)
Per  una  corretta  esecuzione  dell'esame il  tampone  deve  essere  letteralmente
“sporco di feci”.
                                  Figura 7: tampone   Eswab regular 
I  campioni  pervenuti  in  laboratorio  vengono  sottoposti  a  semina  diretta  su
terreni cromogeni selettivi che consentono la crescita di colonie batteriche con
scarsa sensibilità ai carbapenemi.
Il terreno utilizzato è il chromID CARBA .
 L’agar ChromID ™ CARBA è costituito da una base nutritiva ricca che associa
diversi peptoni. 77
Contiene: 
• Una miscela di antibiotici che permette la crescita selettiva dei CPE 
•  Tre sostanze cromogene che permettono di identificare i CPE isolati più di
frequente: E.coli e K.pneumoniae
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 La crescita di  E.coli è caratterizzata da colonie con  colorazione   che va da
rosa a bordeaux,  Klebsiella produce colonie con  colorazione che varia  da blu
a verde. 78
   Figura 8      
                    K.pneumoniae                                              E.coli
Su piastra CARBA crescono solo i microrganismi resistenti ai carbapenemi, fra
questi, Enterobatteri, Acinetobacter, Pseudomonas; per il nostro scopo, solo gli
enterobatteri vengono considerati colonie sospette . 
La semina avviene stemperando su un lato del  terreno cromogeno  chromID
CARBA il  tampone  sporco  di  feci,  a  questo  punto  con  un'ansa  gialla  da  1
microlitro si deve distribuire su tutta la piastra facendo attenzione a scaricare
l'ansa (se necessario cambiarla) per ottenere colonie il più isolate possibile.
Una corretta semina del campione ne permette di velocizzare l'identificazione
se la crescita risulta positiva.
Il terreno seminato viene messo in termostato ad incubare  a circa 37°C per 24
ore in aerobiosi.
Trascorso il tempo necessario la piastra seminata su terreno chromID CARBA
viene letta e viene valutata la crescita di batteri.
Come indicato in precedenza, in base alla colorazione della colonia cresciuta si
ha un'indicazione sul tipo di Enterobattere, se risulta la presenza di un solo tipo
di germe  si procede con l'identificazione e l'antibiogramma; se sono presenti
più germi invece si effettua l'isolamento delle colonie su una nuova piastra e
solo  dopo  ulteriore   incubazione   verrà  effettuata  l'identificazione  e
l'antibiogramma.
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8.2 IDENTIFICAZIONE ED ANTIBIOGRAMMA
Sia l'identificazione che l'antibiogramma viene effettuato utilizzando il sistema
automatizzato Vitek2 della BioMerieux.
Il Vitek 2 è un sistema  che consente in un unico processo l'identificazione del
ceppo  batterico  isolato  e  la  determinazione  dell'antibiogramma  ad  esso
associato.79-80
                                Figura 9: BioMèrieux Vitek 2 system
L'apparecchio è costituito da un colorimetro, da un software capace di elaborare
ed  interpretare  i  dati  che  vengono  letti  e  da  Card  fornite  dall'azienda  che
consentono  di  eseguire  l'identificazione  del  germe  e  la  realizzazione  di  un
antibiogramma specifico .
Le Card sono di plastica, presentano tutte un codice a barre  e sono formate da
64  pozzetti  che  contengono  ciascuno  un  singolo  substrato,  all'interno  dei
pozzetti  viene  inoculato  automaticamente  un  quantitativo  standard   di
sospensione batterica e ne verrà misurata l'attività metabolica (acidificazione,
alcalinizzazione,  idrolisi  enzimatica)  dei  microrganismi  e  la  loro  crescita  in
presenza di molecole antibiotiche all'interno dei diversi pozzetti. Card diverse
presentano substrati diversi.
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                                                Figura 10: Card Vitek 2
Il procedimento è il seguente: in un' apposita provetta di plastica trasparente si
inseriscono 3ml di soluzione salina sterile ( 0,45% NaCl pH 4,5-7), si prelevano
le colonie pure dalla piastra  e si sospendono nella soluzione salina. La torbidità
della soluzione viene misurata con uno strumento chiamato  DensiChekTM e
per  i  Gram negativi  (GN) deve  essere  compresa  tra  0,50 -  0,63  McFarland
(unità  di  misura  utilizzata  per  misurare  la  concentrazione  delle  cellule  in
soluzione).
A questo punto all'interno di  un'apposita  cassetta  viene messa in contatto la
Card GN (identificazione) e la Card per l'antibiogramma ( AST GN202) con le
provette precedentemente preparate, tramite un tubicino di plastica preinstallato
sulle Card che trasferisce la sospensione all'interno dei pozzetti.
Durante  questo  processo  viene  associata  ad  ogni  posizione  della  cassetta  il
numero identificativo del paziente e il codice a barre della Card.
La cassetta  che presenta anch'essa un codice a barre univoco,  viene inserita
all'interno del  Vitek2 ed inizia  il  processo di  identificazione e di  esecuzione
dell'antibiogramma.
Un sofisticato sistema ottico legge con diverse lunghezze d'onda le reazioni
colorimetriche o la variazione di torbidità dei diversi pozzetti ogni 15 minuti
durante l'incubazione.81
37
Identificazione:
Le reazioni  che  avvengono nella  card  sono  confrontate  con le  reazioni  che
possono dare  tutti i microrganismi presenti nel database e in base al risultato
ottenuto  viene  assegnata  una  percentuale  di  probabilità  di  correttezza
dell'identificazione ( ad es. da 96% a 99% = identificazione ottima).
La Card GN ad oggi riesce a discriminare  135 specie di batteri Gram negativi
fermentanti e non fermentanti.
Antibiogramma:
Il  test di  sensibilità agli  antibiotici o agenti  anti batterici  serve non solo per
orientare  la  terapia  antibiotica,  ma  anche  per  monitorare  l'evoluzione  della
resistenza  batterica  e  porre  quindi  le  basi  del  trattamento  empirico  delle
infezioni batteriche.
Il problema della bassa espressione della resistenza batterica da parte di alcuni
fenotipi batterici è la nuova sfida che si pone ai test di sensibilità tradizionale.
Un esempio di basso livello di resistenza è quello delle beta lattamasi a spettro
esteso o ESBL + che spesso vengono refertate come sensibili ma che in realtà
comportano il fallimento della terapia antibiotica . Per evitare questo problema
negli apparecchi automatici l'uso di algoritmi interpretativi (sistemi esperti) ha
permesso  di  selezionare  alcuni  batteri  che  presentano  bassa  espressione  di
resistenza e in caso di valore intermedio ad un determinato antibiotico il ceppo
apparentemente  sensibile  viene  automaticamente  refertato  come   resistente.
L'analisi statistica degli antibiogrammi è utile anche nelle infezioni ospedaliere
dove circolano ceppi batterici multiresistenti. 
L'importanza dell'antibiogramma  si  basa sul principio che  la sensibilita'  in
vitro prefigura l'efficacia in vivo della terapia antibiotica .
Quello che andiamo a determinare oggettivamente nel test  di  sensibilità agli
antibiotici  è  la  cosidetta  MIC o minima concentrazione inibente.  La MIC è
definita come la minima concentrazione in un range di diluizione di antibiotico
che inibisce la crescita batterica visibile.
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Esistono 3 classi di interpretazione secondo EUCAST in base ai breackpoint
clinici stabiliti:
Sensibile S la crescita del ceppo batterico viene inibito in vitro ed  il livello di
attività  dell’antibiotico  nei  confronti  del  microrganismo  è  associato  ad
un’elevata probabilità di successo terapeutico .
Intermedio    I  la crescita batterica è inibita in vitro ma ad una concentrazione
molto  alta  ed  il  livello  di  attività  dell’antibiotico  nei  confronti  del
microrganismo è associato ad un effetto terapeutico incerto. Non è escluso che
l’infezione possa essere trattata appropriatamente in distretti corporei in cui il
farmaco è attivamente concentrato o utilizzando alti dosaggi. 
Resistente  R  la  crescita  batterica  è  avvenuta  in  presenza di  concentrazioni
terapeutiche di antibiotico e il livello di attività dell’antibiotico nei confronti del
microrganismo è associato ad un’elevata probabilità di fallimento terapeutico.
La card Vitek testata per l' antibiogramma delle enterobatteriacae resistenti ai
carbapenemi è  la  AST-GN202.Tale  Card saggia  a  concentrazioni  prestabilite
diversi antibiotici.
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Figura 11 : esempio di referto di paziente positivo allo screening per CPE.
Vengono  fatte  diverse  letture  a  intervalli  regolari,  come  avviene  per
l'identificazione,  e  viene  valutata  la  crescita  batterica  nei  diversi  pozzetti
contenenti concentrazioni stabilite degli antibiotici sopra elencati.
Attraverso complessi algoritmi i dati ottenuti dalle letture vengono trasformati
in un valore di MIC per ogni antibiotico.
I  valori  di  MIC  vengono  confrontati  con  breakpoints  stabiliti,  il  software
attribuisce al microrganismo la sensibilità o la resistenza alla serie di antibiotici
testati.
All'interno  del  Laboratorio  Analisi  dell'Ospedale  di  Lavagna  dell'ASL4
chiavarese, la conferma di resistenza al carbapenemico viene effettuata entro 72
ore  mediante  sistema  automatizzato  Aziendale.  Il  ceppo  CPE  viene  quindi
inviato  ai  laboratori  di  microbiologia  di  San  Martino  IRCS  per  ulteriore
conferma mediante test fenotipico ed eventuale conferma genotipica.
La conferma fenotipica della produzione di carbapenemasi verrà sottoposta per
tutti  i  ceppi  di  enterobatteri  che hanno una MIC ≥1 mcg/ml per ertapenem,
imipenem o meropenem o in base alle note sotto riportate.
-  il  meropenem è preferibile  come indicatore,  in  quanto dotato di  maggiore
specificità rispetto sia all’imipenem che all'ertapenem; l’utilizzo dell’ertapenem
come indicatore (allo stesso valore di MIC) aumenta la sensibilità ma riduce la
specificità e non è quindi consigliabile in quanto comporta la necessità di un
eccessivo ricorso ai test di conferma;
-  tali  valori  sono  particolarmente  significativi  nel  caso  di  E.  coli  e  K.
pneumoniae, mentre vanno valutati con maggiore cautela in altre specie (ad es.
E. cloacae e Serratia marcescens) nelle quali valori di MIC del meropenem di
0.5  –  1  mg/L possono  essere  talvolta  dovuti  ad  iperespressione  della  beta-
lattamasi cromosomica di tipo AmpC associata a perdita di porine;
- qualora il meropenem non venga saggiato, può essere considerato indicativo
lo  stesso  valore  di  MIC  per  l’imipenem,  tranne  che  per:  Proteus  spp.,
Morganella morganii, Providencia  spp. (queste specie hanno MIC elevate per
imipenem indipendentemente dalla produzione di carbapenemasi);
- con specie diverse da  Proteus spp., Morganella morganii, Providencia spp.,
qualora vengano saggiati meropenem ed imipenem e la MIC di meropenem sia
<0.5 mg/L ma la MIC di imipenem sia >1 mg/L, è consigliabile considerare
ugualmente il  ceppo come sospetto produttore di  carbapenemasi  (con alcuni
ceppi  produttori  di  MBL la MIC di  meropenem può rimanere relativamente
bassa)
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-  qualora il  sistema utilizzato per la  routine testi  il  meropenem a partire  da
concentrazioni  maggiori  di  0,25  mg/l,  dovranno  necessariamente  essere
sottoposti  a  conferma  fenotipica  i  ceppi  con  MIC  superiore  alla  più  bassa
concentrazione testata
-  In  caso  di  resistenza  ai  carbapenemi  saggiare  anche  la  sensibilità  per
tigeciclina, colistina, gentamicina, fosfomicna.
Il laboratorio deve provvedere ad eseguire il test e a notificare alla Struttura la
negatività o la sospetta positività il più presto possibile e comunque  entro 48
ore dal prelievo.
Si consiglia di seguire le indicazioni fornite dal CoSA-AMCLI che prevedono,
nel caso della refertazione di un test di screening positivo  la seguente nota:
in  caso  di  colonizzazione  ”Colonizzazione  da  ceppo  produttore  di
Carbapenemasi.  Il  trattamento  antibiotico  non  è  necessario  in  assenza  di
infezione. Applicare le precauzioni standard e da contatto per prevenirne  la
diffusione”. 
In  caso  di  Infezione  la  seguente  nota  “ la  monoterapia  con  carbapenemi
potrebbe risultare scarsamente efficace o inefficace anche se in vitro il ceppo
appare sensibile a questi farmaci. Si raccomanda la consulenza di un esperto di
terapia antibiotica”.
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RAPIDEC® CARBA NP
Recentemente  è  stato  introdotto  all'interno  del  laboratorio  un  nuovo  test  di
conferma che in tempi rapidi -tra 30 minuti e 2 ore-  riesce a rilevare la presenza
di carbapenemasi in isolati batterici.82
 Il test RAPIDEC® CARBA NP si basa sulla rilevazione diretta dell'idrolisi di
carbapenemi  esercitata  da   batteri  produttori  di  carbapenemasi  (CPE):
Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii. 
L'idrolisi acidifica il pozzetto della galleria  che si traduce in un  cambiamento
di  colore dell'indicatore di  pH -  indicando in modo specifico la  presenza di
resistenza ai carbapenemi trasmissibile.
Utilizzando  questo  test  si  possono  discriminare  quindi  resistenze  dovute  a
ridotta  permeabilità  del  germe (non trasmessa tramite plasmidi  e  trasposoni)
dalla  resistenza  che  effettivamente  è  trasmissibile  tramite  elementi  genetici
mobili  (  produzione  di  carbepenemasi),  evitando,  se  il  test  è  negativo,
l'isolamento  inutile  del  paziente.  In  caso  di  test  RAPIDEC®  CARBA NP
negativo e isolamento su piastra  positivo si  può ipotizzare che il  germe pur
presentando resistenza ai carbapenemi non produca carbapenemasi.83
La specificità e sensibilità sono entrambe del 97,8% 
Il test rileva (senza distinzione) tutti e 3 i tipi di carbapenemasi:
Classe A: KPC è il principale rappresentante
Classe B: Metallo ß-lattamasi (MBL). NDM-1, VIM e IMP
Classe D: Oxa carbapenemasi
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Dopo  la  lisi  batterica,  che  consente  l'estrazione  dell'enzima,  il  lisato  viene
aggiunto  ad  una  soluzione  di  rilevazione  che  contiene  rosso  fenolo  come
indicatore di pH e imipenem come substrato con aggiunta di zinco necessario
per il rilevamento di metallo carbapenemasi. 
 
                                      Figura 12: Galleria RAPIDEC® CARBA NP
Dopo incubazione , le letture sono fatte confrontando visivamente un controllo
positivo iniziando la lettura dopo 30 minuti ed entro 2 ore .
Se  il  pozzetto  indicato  con  la  lettera  “e”  risulta  essere  di  un  colore  tra
l'arancione e il giallo diverso dal colore del pozzetto “d” che deve essere rosso
allora il  test  è positivo;  viceversa se i  due pozzetti  sono dello stesso colore
rosso,  allora  il  test  sarà  considerato negativo  poiché non è  avvenuta  alcuna
acidificazione dell'indicatore di pH presente nel pozzetto.
Figura 13: (A) reazione di variazione colore.   (B)  RAPIDEC® CARBA NP
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7.3 TEST DI CONFERMA FENOTIPICA
Il test Rapidec Carba NP permette di sottoporre a test di conferma fenotipica e
genotipica  un  minor  numero  di  isolati  e  di  inviare  al  laboratorio  deputato
all'esecuzione di tali test solo i campioni che effettivamente hanno dimostrato
un'attività Carbapenemasica.
Il Laboratorio di riferimento per l'esecuzione dei test di conferma fenotipica e
genotipica per l' asl 4 chiavarese  è il laboratorio di microbiologia dell'Ospedale
San Martino IRCS di Genova.
E'  importante  sottolineare  che  i  test  di  conferma  fenotipica  ed  eventuale
conferma genotipica non sono test di screening e quindi devono essere utilizzati
quando le indagini precedenti (isolamento su piastra cromogena selettiva, Vitek
2 MIC > 1mcg/ml per ertapenem, imipenem o meropenem, test Rapidec Carba
NP  positivo)  sono  risultate  positive  alla  presenza  di  batteri  produttori  di
carbapenemasi.
I test fenotipici che possono essere utilizzati nell' attività diagnostica di routine
per  la  conferma della  produzione  di  carbapenemasi  nelle  Enterobacteriaceae
sono:
 1) Test di sinergia con acido boronico
Si basa sul potenziamento dell’azione in vitro dei carbapenemi per inibizione
delle  carbapenemasi  KPC da  parte  dell’acido  boronico,  valutabile  mediante
metodica “di combinazione” su dischetto.84
2)Test di sinergia con EDTA o acido dipicolinico
Si basa sul potenziamento dell’azione in vitro dei carbapenemi per inibizione
delle MBL da parte dell’EDTA o dell’acido dipicolinico, valutabile mediante
metodica “di combinazione” su dischetto o su striscia a gradiente di diffusione
(EDTA).85-86
3)Test di Hodge (variamente modificato)
Si basa sulla riduzione dell’attivita del carbapenemico saggiato nei confronti di
un  ceppo  indicatore  sensibile  mediata  dalla  carbapenemasi  prodotta  dal
microrganismo in esame. 87
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Test di sinergia con acido boronico
Mediante  questo  test  viene  valutata  la  capacità  dell'  isolato   batterico  di
produrre l’enzima carbapenemasi di tipo KPC.
La  procedura,  da  eseguirsi  seguendo  rigorosamente  le  norme  di  sterilità,
prevede  il  prelievo  con  un’ansa  sterile  di  materiale  da  una  colonia
preventivamente isolata del microrganismo da testare.
La  colonia  viene  successivamente  stemperata  in  soluzione  fisiologica  sterile
fino ad ottenere una sospensione 0,5 McFarland del cappo da saggiare. 
Da questa soluzione viene eseguita, utilizzando un tampone sterile o un' ansa,
una semina  della sospensione su una piastra di Agar Muller Hinton (MHA),
dove vengono collocati  ad una distanza di 10mm bordo-bordo l’uno dall’altro i
seguenti dischetti contenenti (Fig 14) :
 Meropenem
 Meropenem + acido boronico
 Meropenem + acido dipicolinico.
Figura 14:  MR+BO evidente alone di inibizione di crescita; MR+DP assenza di alone;
MR assenza di alone.
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    La piastra è quindi stata incubata per 18/24 h in aerofilia ad una
             temperatura di 35° C per consentire la moltiplicazione dei microrganismi.
L'acido  boronico  è  in  grado  di  inibire  l'azione  carbapenemasica  del
microrganismo  presente  sulla  piastra  e  questo  consente  all'antibiotico
meropenem  di  esercitare  la  sua  azione  inibitoria  della  crescita  del  batterio
generando il tipico alone presente in Fig.14.
La  produzione  di  KPC  è  sospettata  quando  si  osserva  una  differenza  tra
l'inibizione  del  meropenem  e  l'inibizione  esercitata  da  meropenem  +  acido
boronico ≥ 5 mm.
Test di sinergia con EDTA o acido dipicolinico
Mediante questo test viene valutato il sinergismo di inibizione di crescita dell'
EDTA associato a  Imipenem sul microrganismo testato. 
Il test sfrutta la capacità dell' EDTA di chelare metalli, come lo zinco e quindi
impedire  l'attività  delle  metallo  betalattamasi  che  sono  zinco  dipendenti,
associata all'azione antibiotica dell' imipenem.
Se l'isolato batterico è produttore di metallo betalattamasi il test di sinergismo
risulterà positivo.
Con  un’ansa  sterile  è  stata  prelevata  una  colonia  del  microrganismo  in
questione ed è stata stemperata in soluzione fisiologica sterile fino ad ottenere
una sospensione di  0,5 Mc Farland (McF). 
E’stata  eseguita  la  semina  della  sospensione su una piastra  di  Agar Muller
Hinton (MHA) e sono stati poi deposti un
dischetto contenente il carbapenemico ed un dischetto contente EDTA  ad una
distanza di 15mm l’uno dall’altro. La piastra è stata incubata per 18/24 h in
termostato  a 35°C.
Il test risulta positivo quando si evidenzia sulla piastra l'alone di inibizione di
crescita del ceppo da saggiare ed è indicativo della produzione di MBL.
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    Test di Hodge
Di questo test sono state proposte numerose varianti metodologiche, per lo più
sulla base delle molecole di carbapenemico utilizzate, della modalita di inoculo
del ceppo da saggiare (per strisciamento superficiale o per infissione “a taglio”
nell’agar).
Viene di seguito proposta una delle metodiche piu utilizzate.
Allestire una sospensione 0,5 McFarland in soluzione fisiologica con E. coli
ATCC25922 e seminare a tutta piastra su Mueller-Hinton Agar.
Dopo 15’ posizionare al centro della piastra un dischetto di meropenem (nel
caso di  ceppi  con MIC imipenem > MIC meropenem puo essere opportuna
l’esecuzione del test utilizzando anche un dischetto di imipenem), con l’ansa
raccogliere il  ceppo da testare  (da 1 a  2  colonie),  deporle  in prossimita del
dischetto  di  antibiotico  e  strisciare  (o  inoculare  tagliando  con  l’ansa  la
superficie dell’agar) in linea retta allontanandosi dal dischetto.
Incubare in aria ambiente a 35-37 °C per 18 ore.
Figura 15
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Interpretazione dei risultati:
Il test è da definire negativo se l’alone di inibizione del ceppo di controllo NON
presenta  una  evidente  rientranza  in  corrispondenza  dell’inoculo  del  ceppo
saggiato (fig. 16 NEG)
Il  test  è  da  definire  positivo  se  l’alone  di  inibizione  del  ceppo di  controllo
presenta  una  evidente  rientranza  in  corrispondenza  dell’inoculo  del  ceppo
testato (fig. 16  POS)
Il  test  e  da  definire  dubbio  in  presenza  di  alterazioni  dell’alone  sfumate,  o
comunque di lieve entità.
                                     Figura 16 :    Test di Hodge modificato
Note:
a. il test di Hodge non permette la distinzione fra carbapenemasi appartenenti
alle diverse classi ma evidenzia solo la presenza di attivita carbapenemasica;
b. il test è difficilmente standardizzabile; l’interpretazione dipende dal giudizio
dell’operatore  e  l’interpretazione  dei  risultati  richiede  un  certo  grado  di
esperienza;
c. false negatività possono essere osservate in caso di ridotta espressione della
carbapenemasi (problema osservato soprattutto con ceppi produttori di MBL e
ceppi con bassi valori di MIC per i carbapenemi);
d. false positività possono essere osservate con ceppi iperproduttori di AmpC o
ESBL con ridotta permeabilita della membrana esterna;
e. la maggiore utilità del test di Hodge si ha quando si sospetta la produzione di
carbapenemasi ma i test di sinergia con inibitori hanno dato risultato negativo
(es.  in  caso  di  produzione di  OXA-48);  in  questi  casi  il  test  di  Hodge può
confermare la produzione di carbapenemasi.
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Situazioni particolari :
Una positività con entrambi i test di inibizione (sia con boronato sia con EDTA
o acido  dipicolinico)  può  essere  dovuta  ad  una  falsa  positività oppure  alla
contemporanea presenza di KPC ed MBL (evenienza riportata in alcuni casi)
Una negatività con entrambi i test di inibizione (sia con boronato sia con EDTA
o acido dipicolinico) in presenza di ridotta sensibilità ai carbapenemi può essere
dovuta  ad  un  meccanismo  di  resistenza  diverso  dalla  produzione  di
carbapenemasi  (es.  iperproduzione  di  ESBL  o  AmpC  associata  a  ridotta
permeabilità) oppure alla produzione di una carbapenemasi di classe D (la più
comune è la OXA-48); in questo secondo caso potrà essere orientativo il test di
Hodge (vedi sopra);  e anche considerato utile l’utilizzo della temocillina per
distinguere i ceppi produttori di OXA- 48 (resistenti) dai ceppi produttori di
ESBL con deficit di permeabilita o da quelli produttori di KPC (generalmente
sensibili). 88
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7.4 TEST GENOTIPICI:
Sia la mancanza di inibitori specifici per alcune carbapenemasi (oxa-58),
sia  le  difficoltà  nella  standardizzazione/interpretazione  dei  risultati  dei  test
fenotipici, porta ad un utilizzo dei test genotipici come conferma di una sospetta
positività .                 
La genotipizzazione andrebbe eseguita soprattutto in caso di sospette condizioni
epidemiche. I test molecolari  premettono  l'identificazione differenziale delle
classi di carbapenemasi (KPC,ESBL,VIM;...)
Nell'epidemiologia delle  resistenze causate da carbapenemasi  possono essere
riconosciuti tre momenti fondamentali:
-l'introduzione di ceppi produttori in contesti dove non erano mai stati osservati
-l'espansione clonale di tali ceppi
-la trasmissione orizzontale dei geni che conferiscono questo tipo di resistenza.
Gli  eventi  epidemici  ospedalieri  sostenuti  da  microrganismi  CPE-produttori
rappresentano espansioni clonali, in ambito locale, successive a lunghe catene
di trasmissione.
E'  importante  riconoscere,  tracciando  l'epidemiologia  molecolare  dei  ceppi
antibiotico-resistenti, gli “high-risk multidrug-resistant clones “ vale a dire quei
cloni che hanno dimostrato una spiccata propensione all'espansione clonale. 
Il  supporto  di  elementi  genetici  mobili  come  i  plasmidi  o  i  trasposoni  può
invece consentire il trasferimento intra-specie o inter-specie  di tali meccanismi
di resistenza. 89
E' stata  ad esempio documentatala  trasmissione mediata da plasmidi  di  geni
bla-KPC  da K.pneumoniae a E. coli .
Le carabapenemasi possono essere codificate sia da geni (bla) a localizzazione
cromosomiale  che  da  geni  trasferibili  (attraverso  plasmidi  e  meno
frequentemente  con  il  supporto  di  trasposoni-elemento  genetico  mobile  Tn
4401) 90
I  plasmidi  portano  geni  accessori  (resistenze)  di  cui  promuovono  il
trasferimento orizzontale.
Il gene bla a localizzazione cromosomiale o trasferibile che codifica la sintesi
delle carbapenemasi permette una rapida trasmissione delle resistenze. 91
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Figura 17: Localizzazione gene bla.
Esistono molte varianti della carbapenemasi del tipo OXA, numerose varianti
IMP (1-17), varianti VIM (1-10) e varianti KPC (2-11).
Diverse  tecniche  genotipiche  consentono  la  conferma  della  presenza  di
carbapenemasi, sia prodotte commercialmente sia con metodiche “home made”.
92-93
PCR (polymerase chian reaction)
La reazione a catena della polimerasi  comunemente nota con la sigla PCR, è
una  tecnica   molecolare  che  consente  la  moltiplicazione  (amplificazione)  di
frammenti  di  acidi nucleici  dei quali si conoscano le sequenze  nucleotidiche
iniziali e terminali. L'amplificazione mediante PCR consente di ottenere in vitro
molto rapidamente la quantità di materiale genetico necessaria per le successive
applicazioni. 
La  PCR  ricostruisce  in  vitro  uno  specifico  passaggio  della  duplicazione
cellulare:  la  ricostituzione  (sintesi)  di  un  segmento  di  DNA "completo"  (a
doppia elica) a partire da un filamento a singola elica. Il filamento mancante
viene ricostruito a partire da una serie di nucleotidi (i "mattoni" elementari che
costituiscono gli acidi nucleici) che vengono disposti nella corretta sequenza,
complementare a quella del DNA interessato. 94
Questo processo viene svolto in natura da enzimi chiamati  DNA-polimerasi,
che  sono  in  grado  di  sintetizzare  progressivamente  un  nuovo  filamento  di
DNA .
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È possibile  quindi  ricostruire  le  condizioni  che  portano alla  formazione  dei
nuovi segmenti di DNA, ponendo in soluzione:
 una quantità, anche minima, del segmento di DNA che si desidera riprodurre;
 una quantità opportuna di nucleotidi liberi per costituire i nuovi filamenti;
 opportuni  "inneschi",  detti  primer,  costituiti  da  brevi  sequenze  di  DNA
(oligonucleotidi)  complementari  alle  estremità  5'  e  3'  dei  due  filamenti  del
segmento da riprodurre;
 una DNA polimerasi termo-resistente (non è necessario che provenga dallo
stesso organismo di cui si deve replicare il DNA);
 un Buffer che serve a mantenere il  pH stabile (tampone) e necessario per
costituire l'ambiente adatto alla reazione;
 altri elementi di supporto (ad es. ioni magnesio) indispensabili per il corretto
funzionamento della DNA polimerasi;
 acqua per portare a volume la soluzione.
Per avviare la reazione della polimerasi (fase di prolungamento del filamento a
partire  dal  primer  5')  è  prima  necessario  provvedere  alla  separazione  dei
filamenti del DNA (fase di denaturazione), quindi alla creazione del legame tra
i primer e le regioni loro complementari dei filamenti di DNA denaturati (fase
di  annealing).  Questo  processo  risulta  però  incompatibile  con  la  DNA
polimerasi  umana,  che  viene  distrutta  alle  temperature  necessarie  alla
denaturazione (96-99 °C).
Per ovviare a questo inconveniente si fa ricorso alle polimerasi appartenenti a
organismi termofili che non sono inattivate dalle alte temperature, ad esempio la
Taq  polimerasi  proveniente  dal  batterio  termofilo  Thermus  aquaticus.  Ciò
consente di realizzare più cicli di PCR in sequenza, in ciascuno dei quali viene
duplicato  anche  il  DNA  sintetizzato  nelle  fasi  precedenti,  ottenendo  una
reazione a catena  che consente una moltiplicazione estremamente rapida del
materiale genetico di interesse.
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La  presenza  del  gene  blaKPC  è  stata  confermata  mediante  amplificazione
genica utilizzando primers e condizioni descritti da Schechner  et al (2009)  95,
usando i seguenti primer disegnati per identificare tutti i geni blaKPC :
KPC F forward:   ATGTCACTGTATCGCCGTCT
KPC R reverse:  TTTTCAGAGCCTTACTGCCC
Le condizioni  utilizzate per la PCR  sono descritte di seguito: 
15 min a 95°C e 38 cicli di 1 minuto a 94°C, 1 min a 62°C, 1 min a 72°C,
seguita da una fase di estensione di 10 min a 72°C
I prodotti  ottenuti dalla  PCR sono stati analizzati tramite elettroforesi su gel
d’agarosio 1%  e bromuro di etidio.
La corsa elettroforetica è stata effettuata ad un voltaggio di 50 Volt per circa 60
minuti.
Al termine della corsa elettroforetica è possibile determinare se nel campione 
amplificato tramite PCR è presente il gene blaKPC utilizzando luce UV .
Il gene bla KPC ha una lunghezza di 893 pb e le bande si posizionano appena 
sotto alla banda di controllo delle 1000 pb come si vede in figura.
Figura 18: Elettroforesi in gel d'agarosio 1% e bromuro di etidio del campione amplificato
tramite PCR.
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8. RISULTATI
Durante l'anno 2015 sono stati effettuati 3359  test di screening per la ricerca di
enterobatteri produttori di carbapenemasi (CPE), provenienti  dai diversi reparti
considerati  “a  rischio”  delle  strutture  ospedaliere  e  degenziali  dell'  Asl  4
chiavarese, secondo protocollo aziendale. 
Sono risultati  positivi  ai  test  di  screening 85  tamponi su un totale  di  3359
tamponi  eseguiti  con  una  percentuale  di  positività   intorno  al  3%  come
evidenziato in tabella .
Tabella 3
PERIODO 2015 GEN-FEB-MAR APR-MAG-GIU LUG-AGO-SET OTT-NOV-DIC TOT
TEST SCREENING 783 838 855 883 3359
CPE 29 25 17 14 85      (3%)
INADEGUATI 0 0 0 0 0
NON EFFETTUATI 0 0 0 0 0
SECONDARIE 1 0 0 2 3
Si precisa che nel conteggio sono stati considerati positivi i test provenienti da
pazienti  non  noti,  cioè  pazienti  nei  quali  in  precedenza  non  è  mai  stata
riscontrata una resistenza ai carbapenemi o sui quali non è mai stato effettuato il
tampone  specifico;  pertanto i  dati  raffigurati  in  tabella  sono da considerarsi
come nuovi casi di isolamento di CPE durante il periodo 2015.
La  media  dell'età  dei  pazienti  con  tampone  positivo  è  di  74  anni   e
rispettivamente il 42,3% è di sesso maschile e il 57,7% di sesso femminile.
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Di seguito è rappresentato graficamente l'andamento della % di positività dei
test  per  CPE durante  il  2015  e  sono  indicati  mese  per  mese  il  numero  di
isolamenti positivi riscontrati.
Grafico 1.
Si nota un decremento dei  casi  di  CPE che tende a rimanere costante negli
ultimi mesi dell'anno 2015.
Del totale di 85 test positivi appartengono alla specie  Klebsiella pneumoniae
80 test mentre i rimanenti 5 appartengono alla specie  Escherichia coli.
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Graficamente  è  rappresentata  la  distribuzione  dei  casi  di Klebsiella  p.  e
Escherichia coli  nei diversi reparti considerati “ a rischio” .
Grafico 2.
Come è reso evidente dal grafico i reparti con il maggior numero di casi di CPE
sono la medicina, la rianimazione (in questi 2 reparti sono stati isolati anche
ceppi di E.coli) e la fisioterapia intensiva. 
Su  tutti  e  85  i  campioni  sono  stati  effetuati  i  test   fenotipici  che  hanno
confermato  la  produzione  di  carbapenemasi  e  successivamente  sono  stati
eseguiti  gli  approfondimenti  genotipici  che  hanno  rilevato  nel  100%  dei
campioni  la  presenza  del  gene  di  resistenza  bla  KPC.  I  test  preliminari  di
screening  sono  risultati  molto  affidabili  non  avendo  ottenuto  nessun  falso
positivo.
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Lo  scopo  principale  della  sorveglianza  degli  Enterobatteri  produttori  di
carbapenemasi   è  quello  di  monitorare  nel  tempo   la  diffusione  di  tali
microrganismi, consentendo di valutare se le azioni preventive intraprese sono
efficaci  e sufficienti a contrastarne la diffusione.84
La sorveglianza dovrebbe essere  caratterizzata  da   una raccolta  di  dati  che
definisce  la  soglia  di  normalità  relativa  ai  reparti  esaminati  ed  evidenzia  in
modo chiaro se sono presenti eventi infettivi che si discostano da tale soglia e
che quindi   devono essere  considerati  allarmanti,  permettendo un intervento
tempestivo atto a risolvere tali criticità.85
Attraverso l'analisi dei dati raccolti in tutto l'anno 2015 è stato possibile definire
mese per mese  l' INCIDENZA e la l’ INCIDENZA PERSONA -TEMPO dei
casi di isolamento  di CPE, all'interno dei reparti. 
Questi  valori  specificano  la  probabilità  che   i  pazienti  hanno,  di  essere
colonizzati  o  contrarre  un'infezione  da  Enterobatteri  produttori  di
carbapenemasi,  rispetto  al  numero  totale  di  ricoveri  effettuati  nel  periodo
considerato.86
Nella  Tabella  12 sono riassunti  i  dati  elaborati  e  il  calcolo  rispettivamente
dell’Incidenza e dell’ Incidenza Persona-Tempo.
N°casi CPE/10000 gg di ricovero = incidenza persona-tempo
N°casi CPE/1000 pz ricoverati = incidenza 
Tab.4
GEN FEB MAR APR MAG GIU LUG AGO SET OTT NOV DIC
N° casi 
CPE/10000gg
8,6 10,1 6,6 7,8 7,3 7,2 5,0 5,3 4,7 3,5 5,3 3,4
N°casi 
CPE/1000ric
10 11,8 7,7 9,1 8,5 8,3 5,9 6,2 4,4 3,3 5,1 3,2
gg degenza 11589 10904 12179 11550 10906 11063 11923 11312 10664 11330 11313 11924
N° ricoveri 1269 1173 1338 1198 1188 1183 1228 1200 1149 1256 1171 1258
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Graficamente  è  rappresentato  l'andamento  nel  tempo  dell'Incidenza  e  dell’
Incidenza Persona-Tempo  dei casi di CPE . 
Grafico 5
La media dei valori di incidenza è  6.9  e la tendenza è ad una diminuzione dei
valori nel secondo semestre del 2015.
Tale  andamento può indicare  che il  piano di  sorveglianza per  contrastare  la
diffusione delle CPE è stato realmente attuato e che tutto il personale coinvolto
ha partecipato attivamente alla messa in atto delle procedure. La definizione di
valore soglia di incidenza sarà quindi determinata in base   agli  obbiettivi che
l'Azienda auspica di raggiungere di comune  accordo  con la commissione per il
controllo delle antibiotico resistenze dell'Asl 4 chiavarese.
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9. Conclusioni 
Dall'analisi  dei  risultati  è  emerso  che la  percentuale  di  positività  dei  test  di
screening per CPE è intorno al 3%.
Non essendo presente una statistica nazionale, tale dato risulta fondamentale per
il  confronto con dati provenienti da altri laboratori e  il riferimento per i valori
di  positività  che  si  otterranno  nei  prossimi  anni,  quando  anche  su  scala
nazionale sarà creato un “data base”unico.
La  quasi  totalità  (94%)  degli  isolati  resistenti  ai  carbapenemi  appartiene  al
genere  Klebsiella  pneumoniae  e solo una piccola  parte  appartiene al  genere
Escherichia coli.
Tutti gli isolati risultati positivi ai test di screening preliminari (cromo ID Carba
e Vitek2) sono stati confermati con test fenotipici e genotipici; il gene bla KPC
è  stato  identificato  in  tutti  gli  enterobatteri  come  gene  responsabile  della
resistenza.
Al momento non è stato identificato nessun' altro gene di resistenza diverso da
bla KPC, in accordo con i dati messi a disposizione dalla Regione Liguria .
L'uso  della  piastra  cromogena  ID  Carba  e  del  Vitek2  hanno  permesso  di
trasmettere l' allert per CPE in modo tempestivo e mai superando le 48 ore.
L'attuazione  delle  misure  di  sorveglianza  da  parte  di  tutto  il  personale
Ospedaliero  potrebbe  essere  direttamente  correlata  con  la  tendenza  alla
diminuzione di incidenza di casi di CPE che si è riscontrata nell'arco del 2015.
Appare  chiaro  alla  luce  di  quanto  detto,  il  ruolo  essenziale  del  laboratorio
analisi  nella  sorveglianza  attiva  delle  antibioticoresistenze  e  nella  gestione
tempestiva e coordinata dell'informazione. Al fine del  mantenimento di elevati
livelli  di  standard  di  qualità  ed  efficienza   è  indispensabile  aggiornare
continuamente le procedure e porre particolare attenzione alla formazione del
personale  poiché  il  dato  di  laboratorio,  non  solo  suggerisce  al  clinico  il
trattamento antibiotico più efficace, ma contribuisce a monitorare  e contenere
la  diffusione  di  batteri  resistenti,  all'interno  dei  diversi  reparti,  grazie  alla
velocità e accuratezza di elaborazione del risultato.
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